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1 章. 序論 
１－１ はじめに 
 タンパク質、DNA、細胞などの生体材料は非常に有能である。また人工模倣するのは
困難とされている。生体材料は、高い生産性・構造形成能力・触媒機能や認識機能を有
する自律的な機能材料であると考えることができる。この機能を固定化触媒・センサほ
か各種電子材料・医療機器など有効に利用するには、界面での分子機能発現が求められ、
分子機能が高度に発現される分子界面形成が求められる。本研究では生体材料の中でも
タンパク質に着目し、タンパク質が持つ機能を高効率に発揮しうる界面の設計を目的し
ている。機能を持つタンパク質を電子デバイスとして用いる際に、直接電極と接触する
ことによる失活や配向性の問題がある。それを解決するために自己組織化特性を持つ
HFBI というタンパク質を分子キャリアとして用いることでこれらの問題の解決を目
論んだ。 
 HFBI タンパク質を用いて実験をしている際に、HFBI を含む溶液で基板上に液滴を
作り、しばらくすると液滴の上面部が平らになるという現象が生じることに気づく。通
常、水などの液体は自身の持つ表面張力により球体になろうとする（詳しくは第２章で
記述する）。しかし、液中に HFBI が存在することでその常識とされてきた表面張力の
概念に反する現象が生じたのである。ゆえにまずはこの現象の解明に着手し、液滴の表
面張力測定や HFBI 自己組織化膜の構造・強度などの測定を行った。HFBI が持つ特殊
な界面現象を解明することで、HFBI 自己組織化膜の詳細な特徴をつかみ、冒頭でも述
べた、分子機能電極としての応用に着手した。 
 このように生体分子が作用した界面の分析とその特性を利用した精密な界面設計を
本論文のコンセプトとして研究を行った。 
 以降は、この研究の背景等を詳しく説明し、研究の意義を述べ、実験方法や結果・考
察についてはこれ以降の章に記述する。 
 
１－２ 界面 
 本研究は界面分析と界面設計をコンセプトとして研究を行うことを述べた。この節で
は本論文において重要なキーワードである「界面」についてその説明と特性について述
べる。 
 ある成分と他の成分が存在する際に、それらが理想気体のように分子間相互作用せず
凝縮しないとき、エントロピーは増大する方向へ自発的に変化し、均一系となる。しか
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し、実在分子は分子間相互作用があり、他種の分子間相互作用よりも同種の分子間相互
作用のほうが強い影響をもたらす場合、同種の成分同士が相互作用して安定状態をとる。
このとき、相分離した二つの層の境界を「界面」という。固体、液体、気体、それぞれ
による 3 種の相が存在し（プラズマという第 4 の状態も存在するが、ここではそれには
触れずに進める）、これらが接触することによってできる界面が 5 種類存在する（気‐
液、気‐固、固‐液、液‐液、固‐固）。界面付近では同一分子によって囲まれていな
い分子が存在し、この分子は内部の分子と比べて過剰な自由エネルギーを持つ。これを
界面自由エネルギーといい、このエネルギーをできるだけ少なくしようと働く力を界面
張力という。界面張力において気体との界面の場合を表面張力という。曲率を持つ表面
であるとき、その表面自由エネルギーの効果はヤング・ラプラス式やケルビン方程式に
よって表される 1-4。界面では異種の分子が存在し、分子間力の分布が不連続的に変化す
るために、均一系とは異なる特殊な化学的、または物理的現象が生じる。このような特
殊な環境を利用した技術の一つである、不均一触媒反応は、化学反応が起こしやすい界
面を利用したものである。また、バイオセンサやバイオ燃料電池などのバイオデバイス
も電極などの固相に生体分子を吸着させ、液相や気相との界面で起こる反応を利用した
技術である 5-10。 
 
１－３ バイオエレクトロニクス 
 生体分子が持つ特性を電子素子と組み合わせた界面反応設計で、高機能な電子デバイ
スを構築する研究が進められている。このようなエレクトロニクスの世界において生物
学やバイオテクノロジーとうまく結び付けていくことを強調して「バイオエレクトロニ
クス」という単語が用いられる 11。生体分子の一つである酵素は自然界に 25000 種類
以上あり、また人間の体で働く酵素だけでも 5000 種類くらいあると言われており、そ
れぞれに特有の優れた機能を有している。これらの生体分子の持つ優れた機能をエレク
トロニクスの分野と結びつけることで、双方向がもつ有用性の複合デバイスを作成する
ことができる。すなわち、一つの方向は、生体分子により元の電極界面が持つ性質を変
えることや、生体分子自身の持つ特性をシグナルとして電極に伝える「生体反応による
入力」、もう一つの方向は、生体分子をより高機能に活性化させるために電気的なエネ
ルギーを与え、その機能を最大限に発揮し得る場を提供する「電気エネルギー的入力」、
これら二つの方向を併せることが、バイオエレクトロニクスの基盤概念となる 1。酵素
は基質と反応することで電子を発生する。この電子を電極が受け取ることで、反応に寄
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与した物質（基質）の定量を行うことができる。つまり酵素の持つ生体触媒作用や分子
認識機能を電子という情報として電子素子側に伝える、この原理を利用しているのがバ
イオセンサである。12-14。バイオセンサの歴史は長く、1962 年にクラークが、酸素電極
とグルコースオキシダーゼという酵素を使ったグルコースセンサを発表したのが最初
である 15。酵素は反応によりその構造や性質を変えないという特性を利用し、その触媒
作用によって電極表面の酸素消費を電流減少として測定する原理を開発した。その原理
でクラーク式酸素電極にグルコースオキシダーゼを含む溶液を透析膜で覆ってグルコ
ース濃度を繰り返し測定できることを示した。その後、1967 年にアップダイクとヒッ
クが固定化酵素を用いたグルコースセンサを Nature 誌に報告し、糖尿病患者やその予
備軍の血糖値を測定、モニタリングするセンサとして大きく発展してきた 16。また、有
機燃料基質を電気エネルギーに変換するバイオ燃料電池の構築として酵素の生体触媒
的電子伝達機能を応用する研究も行われている 17-18。これらの研究が行われる中で重要
なことは、生体分子と電子素子との電子移動による直接的、または間接的な情報交換を
目的とした精密な界面の構築が必要ということである。しかし、単に電極上に酵素を貼
り付けただけなどの単純な設計では、酵素は失活したり反応部位の配向性が不制御とな
ってしまい、電極との直接的な電子移動伝達性を欠いてしまう。生体材料と電子素子と
の間の電気伝達の欠如はバイオエレクトロニクスシステムの根本的な難題の一つとな
っている。この問題を解決するべく近年行われている研究で、電子ユニットと連結した
生体分子の集合体との電気接触の巧妙な方法が開発された 19。生体分子が電子素子と電
子伝達するいくつかの手段として、電子リレーによるタンパク質の構造的な改変 20、導
電性ポリマーまたは酸化還元活性ポリマーへの酸化還元酵素の固定化 13、電極と結合し
た電子リレー上のタンパク質の立体的配向 21、あるいは DNA への酸化還元活性挿入剤
（インターカレータ）の挿入 22が挙げられる 11。本研究ではタンパク質を用いた研究を
行っている。そのため本論文ではタンパク質に注目した視線で話を進めていく。 
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１－４ 生物を構成する「タンパク質」 
 本研究ではタンパク質を用いた分子機能電極の構築を企画している。まず、タンパ
ク質の特長について説明を行う。人体やあらゆる生物を組み上げている、さまざまな“カ
タチ”をしたタンパク質。筋肉や髪の毛、皮膚、
さらには眼のレンズ（水晶体）などもタンパク
質でできている。人体を構成する部品である
タンパク質の種類は、2 万数千種類以上とされ
ている。タンパク質の大きさは、タンパク質に
よって様々あるが、数ナノメートルから十数
ナノメートル程度である。例えば Fig. 1-1 に
示す、筋肉中で酸素貯蔵を担うタンパク質で
ある「ミオグロビン」だと、4 ナノメートル程
である。大きさが様々なのは、結合したアミノ酸の順序や数（一次構造）、このアミノ
酸の鎖による立体的な折りたたみ（二、三次構造）に違いがあるためである 23。人体で
使われるアミノ酸の種類は炭素・水素・窒素・酸素・硫黄の 5 種類の元素からなる 20
種類である。また、タンパク質はそれぞれに固有の立体構造を作り上げるため、固有の
特性や機能を持つ。その特徴は大きく分けて 2 つあり、生体の構造を構築する「構造タ
ンパク質」と酵素や物質（情報）の輸送などさまざまな化学反応に関わる「機能タンパ
ク質」である。酵素や抗体といった機能タンパク質は人工では模倣し得ない、優れた特
性を有していることから精密な分子電子材料としてデバイスへの応用が研究されてい
る。 
 
１－４－２ 構造タンパク質 
構造タンパク質とは生物の構造を構築するタンパク質のことで、軟骨や腱などを構
成する繊維状のタンパク質であるコラーゲンや、髪の毛や爪などを構成するタンパク
質ケラチンなどがある。構造タンパク質にはその一部に膜タンパク質というものが存
在する。膜タンパク質とは細胞や細胞小器官などの生体膜に付着しているタンパク質
のことである。膜タンパク質にはさらに内在性膜タンパク質と表在性膜タンパク質の
２つに分類される。内在性膜タンパク質は常に膜に付着または貫通したタンパク質で、
引き離すにはラウリル硫酸ナトリウムなどの界面活性剤または非極性溶媒が必要と
なる。また表在性膜タンパク質は疎水性相互作用や静電相互作用によって脂質二重層
Fig. 1-1 ミオグロビンの分子モデル 
（PDB data: 1MBN） 
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と結合しているタンパク質で、引き離すには高塩濃度の極性溶媒を必要とする 24-27。 
 
１－４－３ 機能タンパク質 
機能タンパク質とは酵素や物質の輸送など様々な化学反応に関わるタンパク質の
こと、分子認識機能や触媒作用を持つ酵素や、物質の運搬や保持作用を持つ血中にあ
るヘモグロビン、神経伝達物質などの調節作用を持つホルモンなどがある。機能タン
パク質はそれぞれに特有の機能を有しており、その機能を分子機能電極として応用す
る研究が盛んに進められている。 
機能タンパク質の中の酵素は特定の分子（基質）とのみ反応する分子認識機能（基
質特異性）を持つ。そして基質は特定の物質にのみ変化される（反応特異性）。その
反応過程では電子が放出される。この電子を電極で受け取り、その電子の数を測定す
ることで基質の量を定量するバイオセンサや、受け取った電子を電気エネルギーとし
て利用する酵素電池 28-29などが存在する。酵素は電極上に固定しても直接電子移動が
起こることはない 30。そのため現在行われているバイオセンサなどの研究には電子移
動を間接的に行うために、電子メディエータが用いられている。電子メディエータと
は酵素反応で出た電子を受け取り、電極や他の物質へその電子を受け渡す仲介役を担
う物質のことである。電子メディエータには、フェリシアニド 31、ビピリジニウム塩
32-33、キノン 34-35、遷移金属錯体 36などが利用されてきている。こうした方法を利用
しても応用していくにはまだ課題が多く、直接電極と酵素が接することによって、酵
素の水和が崩れ、失活してしまう問題や、反応部位が隠れてしまい、基質と反応する
ことができなくなるといった問題が残されている。 
 
１－５ Hydrophobin 
１－５－１ Hydrophobin の特性と分類 
機能タンパク質などの生物活性を有する構造を保持しながら生体分子を固相に固
定化するためには、固相と液相または固相と気相の界面における電子的な情報のやり
取りを最適化できるような分子の相を精密に設計する必要がある。 
前節での問題点を踏まえ、本研究室では固相上に精密な分子相形成を担う物質とし
て、Hydrophobin というタンパク質に注目している。Hydrophobin とは糸状菌由来
のタンパク質である。糸状菌は成長する際に、Hydrophobin を媒質中に分泌する。
Hydrophobin は気相との界面に吸着し、その界面張力を下げる。そうすることで糸
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状菌は気液界面を貫き、Hydrophobin に自身の周りを覆われながら気相側へと出て
行き、別の新たな場所で増殖を続ける（Fig. 1-2）37。 
 
Fig. 1-2 糸状菌が気液界面を通過して成長する際の Hydrophobin の役割 
 
Hydrophobin に分類されるタンパク質はそのほとんどが分子内に８個のシステイ
ン残基を有している 38。その隣り合う二つのシステイン残基により、計４個のジスル
フィド結合を持つため、疎水性ドメインを形成し外部に露出した状態で非常に強固な
構造をとっている。露出した疎水性ドメインは平面構造をとっている。その露出した
疎水性部位と親水性部位を併せ持つ両親媒性タンパク質であることから、気液界面に
おいて疎水性部位を気相側に、親水性部位を液相側に配向する界面活性能をもち、自
己組織化膜を形成することが明らかとなっている 39-42。基板が疎水性の基板であれば、
固相側に疎水性部位を配向させて固液界面にも自己組織化膜を形成する。
Hydrophobin は大きく分けて二つに分類される 43。その分類はハイドロパシーパタ
ーン（親水性―疎水性パターン）と解離度特性によるもので class I に属するものと
class II に属するものがある 44。class I の領域にある分子は高い不溶解性を持ってお
り、この分子膜は容易に分解させることはできず、蟻酸やトリフルオロ酢酸（TFA）
によって単体に分解することができる。一方、class II に分類される分子は 60%エタ
ノールや 2%ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）に溶解するなど、容易に解離させるこ
とができる。これら二つの違いはシステイン残基のそれぞれ特有の間隔が区別の基準
にもなっている。class I はシステイン残基間のアミノ酸の数の変動が大きく、class 
II は class I に比べてアミノ酸の数の変動は小さい。さらに言えば、三番目と四番目
のシステイン残基間の長さは class II よりも class I のほうが長い。このシステイン
残基間の長さの違いが溶解性、解離度に影響している。しかしそれぞれに似ていると
ころもあり、二番目と三番目、六番目と七番目のシステイン残基間は同じ構造をとっ
ていることが分かる 45-47。 
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Class I : X25-158-C-X5-9-C-C-X4-44-C-X7-23 -C-X5-7-C-C-X6-18 -C-X2-13 
Class II: X17-165-C-X7-10-C-C-X11 -C-X15/16-C-X6-9-C-C-X10/11-C-X3-8 
 
１－５－２ HFBI タンパク質 
本研究では Class II に属している HFBI というタンパク質に着手した研究を行っ
ている。HFBI は Trichoderma reesei という糸状菌由来のタンパク質である。
Trichoderma reesei ゲノムには少なくとも 6 種類のハイドロフォビン遺伝子が存在
する 48。Trichoderma reesei 由来のタンパク質で初めに精製されたのが HFBI であ
り、菌の細胞壁で検出された 49。これも両親媒性のタンパク質であり、Fig. 1-3 に示
すようにグレーの部分が疎水性で、グリーンの部分が親水性を示し、気液界面におい
て疎水性部位を気相側に、親水性部位を液相側に向けて自己組織化膜を形成する。ま
た、赤で示すアミノ酸は正電荷のアミノ酸で、青は負電荷のアミノ酸を示している。
分子サイズは 2.30nm×2.30nm×2.67nm 程度で、分子量は約 7.5 kDa と比較的小さ
いタンパク質である。また HFBI 分子の親水性部位の占める割合は約 80%で、疎水
性部位の占める割合は約 12%であり、残りを中性アミノ酸が占めている 50。構造決定
は X 線結晶解析により行われた 51。表面に出ている疎水性部位の面積は約 4 nm2程
である。HFBI を精製する際に必要なタグ（His タグなど）を導入することがあるが、
タグを導入することによって本来の HFBI が持つ特性に影響することがないという
ことがすでに知られている 52-53。 
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Fig. 1-3 （A）HFBI の分子モデル（B）親水性側から見た HFBI（C）疎水性側から
見た HFBI（D）HFBI の立体構造 赤：正電荷のアミノ酸、青：負電荷のアミノ酸、
緑：親水性アミノ酸、グレー：疎水性アミノ酸（PDB data: 2FZ6） 
 
気液界面に形成した HFBI の自己組織化膜は疎水性の固相基板を接着させること
により転写することができる。これを利用して、前節で述べた生体分子と電子素子を
組み合わせたバイオエレクトロニクスへの応用、すなわち HFBI 自己組織化膜を分
子キャリアとした精密な界面の設計･構築が期待できる。 
HFBI を用いた応用研究に両親媒性の特性を活かしたドラッグデリバリーシステ
ム（DDS）がある 54。気管支拡張剤として用いられるベクロメタゾンジプロピオネー
トを HFB タンパク質で包括することで、薬剤の形状を球状にし、粒径をさらに小さ
くすることができる。さらにマーカーを修飾した HFB 分子を混合することで患部に
集中させることができるという研究である。また、HFBI を用いてグラフェンを単層
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から数層で剥離させる技術の報告がある 55-56。HFBI を含む溶液に高配向性熱分解黒
鉛（HOPG）を浸すことで、表面に HFBI が吸着する。そこに超音波をあてることに
よってHOPGの層を単層から数層で剥離することができる技術である。さらにHFBI
にセルロースバインディングドメイン（CBD）を修飾することで CBD 側にはセルロ
ースナノファイバーを、HFBI にグラフェンを吸着させることにより、セルロースナ
ノファイバーに新たな機能を付加する研究報告もある 57。先行研究として、HFBI に
機能タンパク質であるグルコースオキシダーゼ（GOx）を遺伝子工学的に修飾した分
子を作製することで、酵素活性を飛躍的に向上させることに成功した論文を発表した。
これは HFBI 自己組織化膜を分子キャリアとして用いることで酵素を失活させるこ
となく密度と配向性を精密に制御できたためである 58。 
このように HFBI の特性を活かした応用研究を行おうと目論んできたが、HFBI に
はもう一つ、非常に特異な特徴がある。基板上に HFBI を含む溶液で液滴を作成した
際に、HFBI タンパク質は気液界面に自己組織化する。この気液界面に形成した自己
組織化膜によって、本来ドーム状の形を持つ液滴の上面が平らになるという非常にユ
ニークな特性を持つ 59-60 （Fig. 1-4）。一般的に、液滴は自身の持つ表面張力により表
面積を最小限にするために球状になろうとする。しかし、HFBI を液滴内に含むこと
によって非常に珍しい現象が生じる。この特殊な液滴界面現象は、その球状になろう
とする液滴の表面張力に逆らいうるほどの緻密な自己組織化構造を有していること
を示唆している。 
 
Fig. 1-4 HFBI を含む液滴の動的挙動変化 
 
 
１－６ 本論文の流れ 
本研究では、液滴の形状を変化させる HFBI の自己組織化プロセスと動的挙動の解
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析、また、固液界面上での HFBI 自己組織化膜の構造解析、さらには固相上に被覆した
際の HFBI 自己組織化膜分子相と電極との間で起こる電子移動の高効率化、すなわち
分子相と固相における界面の設計、制御を目的とする。また、HFBI 液滴の形状変化メ
カニズムにも着目し、この現象の解明を行うことでより詳細な HFBI 自己組織化膜の
特性について研究する。 
本論文は、本章を含め 6 章構成である。 
第 2 章では、HFBI を含む溶液で液滴を作成した際の液滴形状変化のメカニズム解析
と、固相基板上での HFBI 自己組織化膜の表面構造解析について報告する。HFBI 液滴
を経時変化で観察し、形状の変化と表面張力の変化を解析した。また、気液界面に形成
した自己組織化膜を固相上に転写し、その表面構造を原子間力顕微鏡（AFM）を用いて
解析し、HFBI 自己組織化構造が気液界面に及ぼす影響を考察した。さらに、HFBI 自
己組織化膜の座屈強度をフォースカーブ測定により求め、液滴の表面張力と比較し、
HFBI が気液界面に自己組織化することで液滴上面が平らになる現象の解明を行う。 
第 3 章では、HFBI 液滴の界面現象について、より詳しく研究していく。第 2 章で考
察した構造力学の観点に加え、液滴の蒸発の影響などについてさらに実験を行い、考察
を深める。行った実験結果や、液滴の体積・表面積の関係、または浮力の影響について
解析し、液滴の頂点部から平らになる理由について考察する。 
第 4 章では、HFBI 自己組織化膜で被覆した基板を電極として用いて、その電極特性
をサイクリックボルタンメトリー（CV）、電気化学インピーダンス（EIS）を用いて測
定した。また、電極特性をさらに向上させる目的で、HFBI が持つ表面荷電アミノ酸に
着目した。遺伝子工学的に HFBI の荷電アミノ酸を改変することによる、分子相と固相
での電子移動効率への影響を解析した。さらにグルコースオキシダーゼと遺伝子工学的
に融合した HFBI（GOx-HFBI）を用いて酵素電極反応の実験を行った。GOx-HFBIが
高い活性を保持していることは先行研究で報告しており、この活性を電気化学的に測定
することで、分子機能電極としての応用に着手した。 
第 5 章では、精密に形成する HFBI 自己組織化膜をテンプレートとして用いること
で、微小ナノ金属結晶の作製に挑む。HFBI 自己組織化膜は精密なハニカム様の構造を
形成する。そのため規則的に約 2 nm の孔部が存在し、ここに金属を析出させることに
より、約 2 nm の超微小金属結晶を高密度に形成させることが可能である。この研究を
行う際にまず、基板の検討を行うところから始め、次に HFBI 自己組織化膜の除去法、
そして電解還元の条件検討、AFM による表面解析を行った。 
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第 6 章では、現在までの研究成果をまとめて結論とし、今後の展開についても述べ
る。 
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2章.  HFBI自己組織化膜の構造解析及びその膜が及ぼす液滴界面現象の解明 
２－１ 目的 
 HFBI を含む溶液で基板上に液滴を作成すると、液滴の上面が平らになる。前章でも
述べたが、液滴は自身の持つ表面張力により、表面積を最小にしようとして球の形状を
とる。それにもかかわらず HFBIは気液界面に自己組織化することによって液滴の形状
を変化させる。この現象を解明するために、HFBI 液滴の表面張力測定、自己組織化率
測定、接触角測定、HFBI自己組織化膜の構造解析、HFBI自己組織化膜の座屈強度測定
を行った。 
  
２－２ 表面張力 
 結論から言うと、表面張力とは単位面積当たりに存在するギブズの自由エネルギーと
いうとことで落ち着く。水滴が球状になるのは表面張力が働くためである。水滴内部の
水分子はその周りに存在する他の水分子と相互作用（水素結合）することで安定してい
る。しかし、気液界面の最表面に存在する水分子は、水相側は他の水分子と相互作用し
ているが、気相側には相互作用する分子が存在しないため、結合できずにいる余分なエ
ネルギーが存在することになる。この余分なエネルギーのことを表面自由エネルギーと
言い、この余分な自由エネルギーを少なくしようと働く力を表面張力という。よって水
滴は余分な自由エネルギーが最小になる、すなわち表面に存在する分子の数を最小限に
するために同体積では最小の表面積となる球の形をとろうとする。 
 
 
Fig. 2-1 水滴を分子レベルの視点で観察したときの気液界面の模式図 
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表面張力は単位面積当たりに存在するギブズの自由エネルギーであると述べたが、その
理由を詳しく説明していく。σ の表面を持つ水を考える。水の内部エネルギーは Uinitial
として、表面を増加させる仕事 wをしたとする。温度は常に一定であるとしたとき、内
部エネルギーは Ufinalになる。このときの変化量 ΔUは、 
 ΔU ≡ Ufinal – Uinitial 
した仕事とそれによって生じた内部エネルギーの変化との差をその仮定で吸収された
熱と定義する。61 
 q ≡ ΔU-w → dU = dq + dw 
一定圧の下で dV だけ容積が増えるなら、PdV だけエネルギーが使われる。これは内部
にとどまらず、外部に向かって行われる。そのとき dw = -PdV なので、その分内部エネ
ルギーは損失する。 
例えば、水の表面積を dσ 増やすとして、それに必要な仕事量は γ・dσ、このエネルギー
は内部にとどまるので dw = + γ・dσ 
 ∴dw = - PdV + γdσ 
表面エネルギーの中には、仕事のみならず熱として入ってくるエネルギーも含まれてい
る。表面を作る際には熱が吸収されるためにいくらか温度が下がる。そのために dq を
まわりから系が取り入れることになる。それは系の全エネルギーを増加させる。 
 dU = dq + dw = dq + (-PdV + γdσ) 
dq は絶対温度 T で割ることで、その熱エネルギーによる系自身だけについてのエント
ロピー変化となる。 
 dS = dq/T ⇔ dq = T・dS 
 dU = T・dS+ (-PdV + γdσ) 
ギブズの関数式 G = H – TSの微分式は 
 dG = dH –T・dS – S・dT   (dH>0) 
今、系の全エネルギーは dU 増加した。しかし、-PdV の仕事をした。その仕事量は dU
を減少させるものだが、その量は外から来たエネルギーの一部なので、 
 dH = dU + PdV = (dq - PdV + γdσ) + PdV = dq + γdσ = T・dS + γdσ 
 dG = T・dS + γdσ –T・dS – S・dT = γdσ – S・dT  
温度は一定なので、dT = 0 
∴ dG = γdσ → γ = 
dG
dσ
 
ゆえに、表面張力とは単位面積当たりに存在するギブズの自由エネルギーということが
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わかる 62。 
 
２－３ 基板上に滴下した HFBI液滴の経時変化での観察 
 ２－３－１ 溶液調製 
HFBIを 15 µMの濃度で 1 mM Acetate buffer (pH 5.0)に溶かして 1 mL調製し
た。 
7532Da × 15 µM × 1 mL = 0.113 mg 
HFBIを超精密天秤を用いて 0.113 mg秤量し、1 mM Acetate buffer (pH 5.0)、 
1mLに溶解した。溶解した溶液を 28 kHzで 1min超音波かけた。 
次に、HFBI液滴の自己組織化の様子を蛍光顕微鏡で観察するために、HFBIに蛍
光分子である Fluorescein isothiocyanate (FITC)を修飾した分子を調製した。 
HFBI 30 µM：7532Da × 30 µM × 1 mL = 0.226 mg 
FITC 30 µM：398.38 g/mol × 30 µM × 1 mL = 0.58 mg 
FITCは水溶液に溶解しにくいため、初めに Dimethyl sulfoxide (DMSO)10 µLに
溶かした後、milliQ でメスアップした。共に 30 µMに調製した 2液を等量で混合し
て 15 µM FITC-HFBI溶液を調製した。 
 
 ２－３－２ 実験と結果 
  調製した HFBI 溶液を疎水性の基板であるフッ素ドープ酸化スズ（FTO）基板上
に 10 µL 滴下した。形成した液滴の形状観察を CAM200（KSV Instruments Ltd., 
Finland）、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡を用いて行った。実験環境は室温で加湿した条件
で行った。 
  結果を Fig. 2-2に示す。CAM200 による画像は HFBI 液滴を横から観察したもの
で、光学顕微鏡・蛍光顕微鏡像はHFBI液滴を上から観察したものである。時間が経
過するにつれて液滴の頂点部から徐々に平らになっていく様子が確認できる。液滴は
本来自身の持つ表面張力により球状になるはずであるが、HFBI液滴はその物理現象
とは異なる挙動を示した。気液界面に HFBIが吸着し、自己組織化するために液滴の
形状を変化させたものと考える。 
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２－４ HFBI液滴の表面張力測定と自己組織化率測定 
 ２－４－１ 実験操作 
HFBIの特性を調べるために、HFBI液滴の表面張力測定と自己組織化率測定を行
った。滴がとる形状は、それを球状にしようとする表面張力と、それを歪めようとす
る重力（あるいは別の力場）が折り合いをつけて決まっている。したがって与えられ
た状況下の滴の形を解析すれば、表面張力が調べられる。この原理に基づいた表面張
力（あるいは界面張力）の測定に現在使われている方法にはいくつかある。最も良く
使われるのは、セシルドロップ（sessile drop）法あるいは懸滴（pendant drop）法
Fig. 2-2 FTO基板上に静置したHFBI液滴の経時変化観察 （上）CAM200によ
る画像 （中）光学顕微鏡による明視野像 （下）蛍光顕微鏡による蛍光像 
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である 62-66。HFBI溶液をシリンジで 15 µL取り、スタンドに固定してから溶液を 10 
µL 出して液滴を作製した。このとき周りの環境を加湿状態に保つ。これは液滴の蒸
発を極力避けるためである。温度は室温である。形成した液滴を CAM200 を用いて
経時変化で測定した。懸滴法での表面張力測定は Fig. 2-2に示すように液滴の形状か
ら算出することができる 67,68。 
 
 
次に、自己組織化率の測定を行った。HFBIの溶液で基板上に液滴を作ると、液滴
の上面が平らになる特性を利用して、Fig. 2-4に示すように液滴と基板が接する幅（液
滴の接触部の直径）と自己組織化した際の上部の幅（自己組織化面の直径）の比を自
己組織化率として定義した。 
 
 
 
Fig. 2-3 懸滴法による表面張力の算出式 
Fig. 2-4 自己組織化率の定義 
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２－４－２ 結果 
HFBI液滴の表面張力測定と自己組織化率測定の結果を Fig. 2-5に示す。 
 
 
第１軸（左軸）に対応する赤丸のプロットが表面張力を示し、第２軸（右軸）に対
応する青い四角のプロットが自己組織化率を示している。時間の経過と共に自己組織
化率は上昇していき、１に近づいているのが分かる。それに伴い表面張力は低下して
いる。表面張力の低下は表面積を小さくしようとする、すなわち球状になろうとする
ための表面自由エネルギーの減少を意味する。これは気液界面に形成した HFBI 自
己組織化膜が平らになるための一つの要因として考えられる。 
HFBI が気液界面に自己組織化することで液滴の表面張力が低下するということ
は、HFBIは界面活性剤に似たような性質を持つと言える。界面活性剤は固相表面を
活性化するため、疎水性の基板上に滴下すると液滴は瞬時に広がっていく。実際にモ
ノラウリン酸ポリオキシエチレンソルビタン（Tween 20）という非イオン性の界面
活性剤を疎水性のフッ素ドープ酸化スズ（FTO）基板に滴下すると液滴が広がってい
る様子が確認できた（Fig. 2-6）。 
Fig. 2-5 HFBI液滴の表面張力測定（赤）と自己組織化率測定（青） 
第 2章 HFBI自己組織化膜の構造解析及びその膜が及ぼす液滴界面現象の解明 
29 
 
 
 
 
 
 
しかし、HFBI液滴は同じ基板上に滴下しても液滴は広がらなかった。これはHFBI
は表面、すなわち気液界面を活性化させて表面張力を低下させることはできるが、今
回基板に用いた FTO と溶液の界面を活性化し、界面張力を低下させるものではない
といえる。 
 
２－５ HFBI自己組織化膜の構造解析 
 ２－５－１ 原子間力顕微鏡（AFM）を用いた構造解析 
  液滴の気液界面に形成した HFBI 自己組織化膜がどのような構造を有しているの
かの解析を原子間力顕微鏡（AFM）を用いて解析を行った。AFMとは、走査型プロ
ーブ顕微鏡（SPM）の一つで、探針と試料間にはたらく相互作用力を検出し、それを
一定に保つように探針－試料間距離を制御しながら、探針を水平方向に走査すること
でその際の探針の軌跡から表面の凹凸を画像としてイメージングするものである 69。
今回、HFBI自己組織化膜の構造解析には、相互作用力を、それによって生じるカン
チレバーの共振周波数を変化として検出する FM (Frequency modulation)-AFM を
用いた。FM法はカンチレバーを自励発振系の共振器として用いることにより、カン
チレバーを常に共振周波数で振動させる。そのため探針-試料間にはたらく力 F の z
方向の勾配が変化することによりこの振動系の共振特性が変化すると、カンチレバー
の振動周波数もそれに伴い変化する。このときの周波数シフトを検出し一定に保つこ
とで探針-試料間の距離を制御するものである 70。これまでに FM 検出法を用いるこ
とで超高真空下での原子・分子分解能観察が報告されている 71-90。またこの方法によ
Fig. 2-6 疎水性基板 FTO上に滴下した界面活性剤（Tween20）（左）とHFBI
溶液（右） 
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り、絶縁性の基板でも導電性の基板でも有機材料や生体材料を液中で観察できるよう
になった 91-93。 
  観察試料の調製は、まず HFBI溶液に超音波をかける（28 kHz、1 min）。その溶
液で液滴を作製すると、HFBIは気液界面において気相側に疎水性面を向けて配向し、
自己組織化する。そのため疎水性の基板を液滴に接着させることによって HFBI 自
己組織化膜を単層、基板に転写することができる。今回用いた基板は、高配向性熱分
解黒鉛（HOPG：Highly Oriented Pyrolytic Graphite）で、表面をスコッチテープ
で劈開し、新しい面を露出した基板を用いた。HOPG 上に HFBI 自己組織化膜を転
写した基板を、AFM 観察する際に使用する溶液である 100 mM Phosphate buffer 
(pH 7.0)で洗浄することで余分な分子を取り除き、AFM の試料台にセットして観察
を行った。AFM観察に用いたカンチレバーは PPP-NCHAuD (Spring constant = 42 
N/m)である。 
 
 ２－５－２ HFBI自己組織化膜の AFM観察結果 
  上記の方法で HFBI 自己組織化膜の液中
AFM観察を行い、その構造解析結果を Fig. 
2-7に示す。結果に示されるように、非常に
精密なハニカム様構造を形成していること
が明らかとなった。HFBI のサイズは約 2 
nm のほぼ球状のタンパク質であることか
ら、一つ一つの丸い点が HFBI であると言
える。その分子が 6 つ集まり六角形として
1 ユニットを形成し、それが集合した構造
で自己組織化膜を形成している。ここで、
気液界面に形成した HFBI 自己組織化膜の
ことを考える。AFM観察結果からHFBI自
己組織化膜は六角形が集まったハニカム
様の構造をしている。一般的に六角形が集
合した構造は、平面構造や円筒構造をとる
ことはできるが、球構造をとることはでき
ない。六角形の内角は 120°であるため、3 つ合わさると 360°になり平面となるため
Fig. 2-7 HFBI自己組織化膜の AFM
イメージ 
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である。Fig. 2-8の例に示すようにフラーレンなどのサッカーボール構造は六角形だ
けではなく五角形も含むため球状になることができる。 
 
  基板上に形成した液滴は半球状であり、気液界面に形成した HFBI 自己組織化膜
はその構造から球状になるのを嫌い、平らになったのではないかと考える。しかし、
液滴は自身の持つ表面張力によって球状になっている。ゆえに液滴の形状を変化させ
るためには、液滴の表面張力を上回るほどの構造強度が HFBI 自己組織化膜にある
ことが必要である。 
 
２－６ HFBI自己組織化膜の座屈強度測定 
 ２－６－１ 座屈強度測定の実験方法 
  HFBI 自己組織化膜の座屈強度を求め、HFBI 液滴の表面張力と比較を行った。
HFBIを 15 µMの濃度で溶解させた溶液の表面張力は 42 mN/mである 94。HFBI自
己組織化膜の座屈強度がこの値を上回る値かどうかを実験より求めた。座屈強度の測
定方法は AFMを用いたフォースカーブ測定を行うことで求めた。フォースカーブ測
定とはカンチレバーを測定試料に接触させて押し込んだり、引き離したりして、その
ときにカンチレバーが受けた力をカンチレバーの移動距離に対してプロットするも
のである。この方法を用いて HFBI自己組織化膜をカンチレバーで押し込み、貫通し
た際のカンチレバーが受けた力から膜の座屈強度を計算した 95。AFMでHFBI自己
組織化膜の構造解析を行ったときのように基板に転写した膜をカンチレバーで押し
ても、基板の影響が大きく出てきてしまう（Fig. 2-9 左）。そのため Fig. 2-9 右に示
すように穴の開いた基板を HFBI 自己組織化膜で覆い、その覆われた穴の部分をカ
Fig. 2-8 分子集合により 6分子六角形を 1ユニットとするハニカム構造により
構成し得る構造体 
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ンチレバーで押し破ればより正確に膜の座屈強度を算出することができる。 
 
 
  そこで今回、下地としてニュークリポアメンブレンと呼ばれる細胞生物学やバイオ
アッセイ等で用いられるメンブレンを用いた。このメンブレンはポリカーボネート素
材で孔径約 200 nmの穴が無数に開いたメンブレンである。実際にこのメンブレンの
表面を AFM 観察したところ、Fig. 2-10 に示すように約 200 nm の穴が均一に開い
ていることが分かった。 
 
   
このメンブレン上をHFBI自己組織化膜で覆い、覆われた穴の部分を AFMのカン
チレバーで押し破ることで、そのときに受けた力から膜の座屈強度を求めた。 
Fig. 2-9 HFBI自己組織化膜の構造強度を分析（測定）するための AFMによる
フォースカーブ測定の模式図 
Fig. 2-10 ニュークリポアメンブレンとその表面の AFMイメージ 
第 2章 HFBI自己組織化膜の構造解析及びその膜が及ぼす液滴界面現象の解明 
33 
 
 
 
 ２－６－２ 結果 
  Fig. 2-12 にニュークリポアメンブレン上に被覆した HFBI 自己組織化膜の AFM
測定結果を示す。上の画像はフォースカーブ測定前で、3つある穴のうち 2つがHFBI
膜で覆われていることが確認できる。下の画像はフォースカーブ測定後の画像である。
1 回目の測定で左側の穴を、2 回目の測定で右側の穴を押し破ることができているこ
とが分かる。 
Fig. 2-11 フォースカーブ測量状態の模式図 
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Fig. 2-12 ニュークリポアメンブレン上を HFBI 自己組織化膜で被覆した表面の
AFMイメージ （上）フォースカーブ測定前 （左下）1回目のフォースカーブ測
定後 （右下）2回目のフォースカーブ測定後 
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  HFBI 自己組織化膜で覆われた穴の部分をカンチレバーで押し破った際のカンチ
レバーが受けた力をフォースカーブ測定によりプロットした（Fig. 2-13）。 
 
横軸はカンチレバーの移動距離を、縦軸はカンチレバーが受けた力を示している。
縦軸は、以下の式、 
スキャン中の力 [nN] = ⊿V × Sensitivity [nm/V] × カンチレバーの Spring 
Constant [N/m] 
 を用いて力[nN]に換算して表示している。 
グラフの右側からカンチレバーが近づいていき、原点でHFBI膜表面とカンチレバ
ーが接触する。そこからカンチレバーに力が加わっていき、ある点でガクッと力が減
少している。この点がHFBI膜の崩壊点であると考えられる。このときの力を計算し
6点で行った結果を平均すると 1.34 nNであった（Fig. 2-14）。この測定で用いたカ
ンチレバーは qpBioAC (S.C. = 0.1 [N/m]、先端曲率半径＜10 nm)で、このカンチレ
Fig. 2-13 HFBI自己組織化膜の座屈強度を測定するためのフォースカーブ測定 
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バーの接触領域直径（仮に 20 nmとする）
でカンチレバーが受けた力を割ると、 
1.34 [nN] /20 [nm] = 66.9 [mN/m] 
となる。曲率半径はこの値よりも小さいた
め、HFBI自己組織化膜を貫くためには少な
くとも 66.9 mN/m以上の力が必要であると
いうことがわかる。２－５－１の冒頭でも記
載したように、HFBIを含む液滴の表面張力
は 42 mN/mである。この結果から HFBI自
己組織化膜の座屈強度は液滴の表面張力を上
回っていることが確認された。よって気液界
面を HFBI 自己組織化膜で覆った液滴は表面
張力により球状になるよりも、その力を上回
る HFBI 自己組織化膜の座屈強度により液滴上面を平らにするほうが安定であると考
えられる。今回はHFBI自己組織化膜で覆った穴をカンチレバーで押し破り、そのとき
にカンチレバーが受けた力から HFBI 自己組織化膜の座屈強度を算出した。この値は
すべての要素を考慮した値とは言えない。ゆえにカンチレバー先端の形状、カンチレバ
ーとサンプルとの相互作用力、接触領域における接触力学の検討などを行い、より詳細
に表面張力とHFBI自己組織化膜の座屈強度を比較していく必要がある。 
 
 
２－７ 結論 
 HFBIを含む溶液を用いて基板上に液滴を作成すると、液滴の頂点部分が平らになる
という現象が生じる。この章ではこのユニークな液滴界面現象を解明するために、液滴
の表面張力測定、自己組織化膜の AFM測定、座屈強度を求めるためのフォースカーブ
測定を行った。 
 表面張力測定の結果、時間経過と共に液滴の表面張力は低下した。液滴の表面張力を
低下させるということは界面活性剤に似た性質を持つと言える。しかし、基板に滴下し
ても液滴は広がらない。これは固相表面を活性化できていないということである。 
 気液界面に形成したHFBI自己組織化膜の構造解析を AFMを用いて行った。直接気
液界面を観察することは困難であるため、極めて平坦な疎水性基板である HOPG 基板
Fig. 2-14 フォースカーブ測定で得
られた HFBI 膜を押し破るのに必
要な力の平均値（n =6） 
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に膜を転写してその表面構造解析を行った。その結果、極めて精密なハニカム様の構造
を有することが明らかとなった。六角形が集まった構造では球状の構造は取り得ないこ
とから気液界面に形成した自己組織化膜は液滴形状を変化させたものと考える。 
 液滴の上面を平らにする要因は AFM による構造解析から推測することができたが、
実際に液滴形状を変化させるためには、HFBI自己組織化膜の座屈強度が液滴の表面張
力を上回る必要がある。そこでHFBI自己組織化膜の座屈強度を測定するために AFM
を用いたフォースカーブ測定を行った。より正確にその値を求めるためにニュークリポ
アメンブレン上に HFBI 自己組織化膜を被覆し、膜で覆われた穴の部分をカンチレバ
ーで押し破り、そのとき受けた力より膜の座屈強度を算出した。フォースカーブ測定に
よりHFBI自己組織化膜の座屈強度は 66.9 mN/mであることを求めた。HFBIを含む
液滴の表面張力は 42 mN/mであることがすでに報告されており、この値を上回る値で
あることから、本章では HFBI が気液界面に自己組織化膜を形成することで液滴上面
を平らにしたと結論付ける。 
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3 章. HFBI 液滴界面現象についての研究 
３－１ 目的 
 前章で HFBI は気液界面に精密な自己組織化膜を形成し、その膜の座屈強度の高さ
から液滴の上面を平らにすることを明らかにした。 
 本章では、HFBI を含む液滴についてより詳細な研究を行い、HFBI が界面に及ぼす
作用を解明していく。初めに何故 HFBI 液滴は液滴の頂点部から平らになっていくの
かを明らかにする。様々な条件下での HFBI 液滴の挙動を観察し、それぞれの挙動を解
析し考察していく。 
 
３－２ HFBI 液滴の上面が平らになる理由 
 ３－２－１ 液中で HFBI に作用する力 
  初めに HFBI 液滴は頂点部分に HFBI が集まり徐々に自己組織化していくと仮定
する。HFBI は液滴中ではモノマー・ダイマー・テトラマー、あるいはそれ以上の多
量体で存在している 96。モノマーで存在する HFBI は疎水性面を露出しているため、
他の HFBI とダイマー化するか、気液界面に吸着する。HFBI はダイマー化するより
も優先的に気液界面に吸着する 96。すなわち、初めは液滴内に存在する HFBI は疎水
性相互作用により気液界面に吸着する。気液界面に吸着した HFBI は、液滴の頂点に
向かう何かしらの力が働くために液滴頂点部に集まり、平らになる。その上に向かう
力が何か。溶液中の物質が上方へ移行するための力として浮力が挙げられる。まず、
浮力について考える。初めに HFBI の密度を計算する。 
 
Fig. 3-1 に示すように、HFBI を円筒形とみなして幅 2.30 nm、高さ 2.67 nm で体
Fig. 3-1 X 線結晶回折に基づいた HFBI タンパク質の高さ（左）と幅（中）  
PDB data：2FZ6 
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積を計算すると、 
(2.30/2)2×π×2.67 ＝ 11.09 nm3 
であり、この値から HFBI の密度を計算すると、 
7532 [Da]
6.022 × 1023[/𝑚𝑜𝑙] × 11.09[𝑛𝑚3]
=  1.13 𝑔/𝑐𝑚3 
となる。水の密度は 1 g/cm3なので、ほぼ一致している。ゆえに単体の HFBI に浮力
は作用しないと考える。 
  
 ３－２－２ 液の蒸発による体積減少と表面積変化の関係 
液滴上面が平らになった理由は前章で HFBI 自己組織化膜の座屈強度が液滴の表
面張力を上回ったことと、構造上平面をとることが望ましいことから明らかにしたが、
液滴の蒸発による体積減少も液滴形状変化の要因の一つであると考えられる。 
固相基板上に液体が吸着すると、固相表面はぬれる。この「ぬれ」は固気界面が固
液界面に置き換わったということを意味する。よって固相表面がぬれるとき、熱力学
的には自由エネルギーが変化したということになる。つまり、界面の自由エネルギー
変化ΔG を単位面積で考えれば、自由エネルギーの変わりに界面張力γを使って、ぬ
れを考えることができる。固相基板上に接触角θを持つ液滴が形成したとき、その液
滴と固相基板の三相界面では Fig. 3-2 で表されるような力のつり合いが生じている。 
 
 
この力のつり合いを表す式が、 
γSV = γLV cosθ + γSL (Young formula) 
 である 97。γSVは固相と気相の界面張力、γLVは液相と気相の界面張力、γSLは固相と液
相の界面張力を表す。表面張力は γSや γLと表すが、表面に気体が接すると考えれば
Fig. 3-2 接触角 θを持つ液滴三相界面での力のつり合い 
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γSV、γLVという界面張力となる。しかし実際には常温付近では γSV ≃ γSV、γLV ≃ γLVと考
えてよいとされている 98, 99。表面張力を扱う際に原式とされているのは、Young の式
97、Dupre の式 100、Girifalco・Good の式 101の３つである。 
液滴が蒸発するとその体積変化に伴い、Fig.3-2 のように形状は保ったまま小さく
なるのが一般的である。 
 
しかし、HFBI 液滴の場合は、アーチ橋のように気液界面を HFBI タンパク質が覆
っているため、液滴の体積が減少するとその分だけ気液界面から HFBI を排除しな
ければならなくなり、形状を維持したまま小さくなることが困難となる。そのため本
来なら表面自由エネルギーを最小限にしようと球状になるところが、体積変化に伴い
排除すべき HFBI を最小限にしようと、すなわち表面積の変化が少なくなるように
下図に示すように体積変化が生じた。 
 
  疎水性基板上に水で液滴を作製すると、接触角の高い液滴が形成される。親水性
基板の場合は液滴は広がり接触角は低くなる。この液滴が蒸発により液滴体積が減
少した場合、疎水性基板のときは表面が濡れるのを嫌うため液滴形状はほぼ変わら
ないまま体積減少する（Fig. 3-5a）。親水性基板の場合、濡れていたほうが安定であ
るため、液滴の幅はほとんど変わることなく体積減少する（Fig. 3-5b）。HFBI 液滴
の場合、疎水性基板に置くと、水のときと同じように接触角の高い液滴が形成され
る。時間が経つにつれて溶液と基板の界面上、すなわち固液界面上は HFBI が吸着
するため親水的になる。親水性表面は濡れていたほうが好ましいため、先ほどの水
のときと同様に液滴の幅はほとんど変わることなく上のほうから体積減少すること
になる（Fig. 3-5c）。 
Fig. 3-3 蒸発による液滴の一般的な変化の模式図 
Fig. 3-4 蒸発による HFBI 液滴の形状変化の模式図 
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Fig. 3-3 と Fig. 3-4 のそれぞれの場合、同体積での気液界面に露出した表面積の
違いを計算する。体積が 100 の液滴で真半球と仮定して求める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-5 疎水性基板と親水性基板上における水と HFBI 液滴の蒸発による体積減少
挙動の模式図 
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の場合、体積 V=100 での半径 r は、 
4
3 𝜋𝑟
3
2
 =  100 
4
3
𝜋𝑟3 = 200 
𝑟3 = 150/𝜋 
𝑟 = 3.62 
表面積 S1は、 
𝑆1 =
4𝜋𝑟2
2
 
𝑆1 = 82.34 
 
体積が 50 になったと仮定すると、 
4
3 𝜋𝑟
′3
2
 =  50 
4
3
𝜋𝑟′3 = 100 
𝑟′3 = 75/𝜋 
𝑟′ = 2.88 
表面積 S2は、 
𝑆2 =
4𝜋𝑟2
2
 
𝑆2 = 52.12 
  
 の場合、体積 V=100 のときは同じなので半径 r = 3.62、S1 = 82.34 である。 
 V=50 のときの表面積を計算すると、 
V = 50 =
1
6
𝜋ℎ(3𝑟2 + 3𝑎2 + ℎ2) 
      =
1
6
𝜋ℎ(3𝑟2 + 3(𝑟2 − ℎ2) + ℎ2) 
=
1
6
𝜋ℎ(6𝑟2 − 2ℎ2) 
=
1
3
𝜋ℎ(3𝑟2 − ℎ2) 
r = 3.62 は変わらないので、 
50 = (3.62)2𝜋ℎ −
1
3
𝜋ℎ2 
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    ℎ = 1.27 （∵ 0 < h < r） 
よって表面積 S3は、 
𝑆3 = 2𝜋𝑟ℎ + 𝜋𝑎2 
    = 28.89 + 36.10 
= 64.99   
   
このように体積変化での表面積は Fig. 3-3 の場合と比べて Fig. 3-4 の場合の方が
大きいことは明らかである。表面積の変化が少ない、すなわち排除される気液界面に
存在する HFBI が少なくてすむように Fig. 3-4 のような形状変化をもたらしたと考
える。 
 
３－２－３ 温度と湿度を変化させたときの HFBI 液滴挙動 
  前節で液の蒸発も HFBI 液滴の上面が平らになる要因の一つであると述べた。で
は、蒸発しやすい環境下と蒸発しにくい環境下では、液滴の挙動に違いが生じてくる
はずである。HFBI 溶液の濃度（15 µM）、液量（10 µL）は常に一定で、周りの環境
について温度と湿度をさまざま変えて HFBI 液滴の観察を行った。結果を Fig. 3-6 に
示す。グラフ内のバブルの大きさが大きいほど自己組織化に時間がかかったことを示
している。自己組織化の時間は第 2 章で定義したように、液滴の底部と上部の長さの
比から算出しており、その値が 0.3 のときの時間でプロットしている。湿度が高いと
蒸発する速度も遅くなるため、自己組織化にも時間がかかっている。温度が高いと蒸
発の速度も早まり、早く自己組織化した。40℃を超えると 1 分未満で液滴の形状は変
化した。室温かつ加湿条件のときは、自己組織化して液滴の形状が変化するまでの時
間は約 30 分であり、第 2 章で行った実験についてはすべてこの条件で行っている。 
  この結果から、温度や湿度を変化させると自己組織化による液滴形状の変化時間は
変わってくるため、HFBI 液滴の上面が平らになる要因に液の蒸発は影響していると
考える。 
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 ３－２－４ 傾けた基板上に液滴を置いたとき 
  HFBI 液滴を 30°傾けた基板上に作製した。前節で示したように蒸発による体積
減少で、表面積の変化を少なくするのであれば、Fig. 3-7 に示すような液滴形状変化
が起こってもおかしくない。 
 
  しかし、実際に HFBI 液滴を傾けた基板にのせると、Fig. 3-8 のように液滴の最も
高い点、頂点から平らになっていることがわかる。 
Fig. 3-7 液滴をのせた基板を 30°傾けたときのイメージ図 
Fig. 3-6 温度・湿度をさまざま変化させたときの自己組織化時間 縦軸は湿度、横
軸は温度、バブルの大きさが液滴の上面が平らになり始めの時間を表している 
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ではなぜ、液滴の頂点部から平らになっていくのか。初めから 30°傾けた基板に
液滴をのせるのではなく、初めは傾いていない基板に液滴を作製し、液滴の上面が平
らになってから基板を傾けるとどのような変化が起こるのかを実験した。傾ける角度
は 0°～25°で傾けるのに要した時間は 1分程度である。３－２－２で説明したように、
初めから気液界面を HFBI で覆っているのであれば、基板を傾けた後の変化は Fig. 
3-7 のようになるはずである。結果は、Fig. 3-9 に示すように、基板を徐々に傾けて
も地面に対して水平を保ったままであった。この結果から側面の曲率の部分は HFBI
膜に覆われておらず、いかだのように液面に自己組織化膜が浮かんでいるような状態
であるということがわかる。 
 
 
これらの実験結果、考察をまとめると、HFBI は液中で徐々に気液界面に吸着し、
HFBI 同士の相互作用によってある程度まとまりができる。そのまとまりには浮力が
働き、液滴の頂点に向かって移動する。頂点に集まった HFBI はより緻密に自己組織
化し、前章で示した HFBI 自己組織化膜の座屈強度の高さから、液滴の上面を平らに
したと考える。 
Fig. 3-8 HFBI 液滴をのせた FTO 基板を 30°傾けた実験 
Fig. 3-9 HFBI 液滴をのせた FTO 基板を徐々に 30°傾けた実験 
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 ３－２－５ 上面が平らになった液滴の上面と側面の AFM 
  上面が平らになった液滴は Fig. 3-9 の結果から側面部には自己組織化はしていな
いと思われる。その確認を行うために、上面部と側面部をそれぞれ基板に転写し、基
板表面の AFM 観察を行った。Fig. 3-11a は液滴の上面部を転写した基板の AFM イ
メージである。規則的な自己組織化構造であることが確認できる。Fig. 3-11b は側面
部を転写した基板の AFM イメージである。タンパク質がまばらに存在しており、自
己組織化はしていないことが明らかである。Fig. 3-11c は上面部と側面部をそれぞれ
転写した基板の電気化学インピーダンス測定によるナイキストプロットである。側面
部を転写した基板は上面部を転写した基板よりも電荷移動抵抗値が小さいことから、
液滴の側面に存在する HFBI は上面よりも少ないことがわかった。 
Fig. 3-10 HFBI 液滴内部での HFBI の挙動の模式図 
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Fig. 3-11 a) 液滴の上面部を転写した基板の AFM イメージ b) 液滴の側面部を
転写した AFM イメージ c) 上面部と側面部をそれぞれ転写した基板の電気化学イ
ンピーダンス測定によるナイキストプロット 
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３－３ 蒸発しない環境下（液／液界面）での HFBI 液滴の挙動 
 ３－３－１ 実験方法 
  HFBI 液滴の形状変化に液の蒸発が要因の一つであるならば、液が蒸発しない条件
下に置き、観察を行ったらどのような挙動を示すか実験を行った。HFBI 液滴の濃度・
液量は変えずに液滴を作成した後、その周りをヘキサンで満たすことで液の蒸発を防
いだ。透明なディスポセルに HFBI 液滴を 15 µL 容量で作成し、その周りを液滴を
壊さないように慎重にヘキサンで満たした。この液滴を CAM 200 (KSV Instruments 
Ltd., Finland)を用いて経時変化で観察を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 ３－３－２ 結果と考察 
  HFBI 液滴をヘキサン中に何時間置いても、液滴の形状に変化は見られなかった
（Fig. 3-13）。 
 
ヘキサン界面に HFBI が吸着しにくいために、界面で自己組織化していない可能性
がある。ヘキサン中の HFBI 液滴を細い棒でつつくと、つついた箇所がへこんだ（Fig. 
3-14）。その後、時間をおいても HFBI 液滴はへこんだ歪な形状を維持したまま変化
はなかった。つまり、ヘキサン相と水相の界面に HFBI は吸着し、自己組織化膜を形
成していることは明らかである。また、Elodie らの報告でも HFB 液滴を有機溶媒中
Fig. 3-12 ヘキサン中におけ
る HFBI 液滴観察の模式図 
Fig. 3-13 ヘキサン中における HFBI 液滴観察 
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で作製し、その界面に自己組織化膜が形成していることを示している 102。しかし、自
発的に液滴形状を変えることはなかった。ゆえに、液の蒸発により体積が変わること
が自発的な液滴形状変化には必要な要因であることを示唆した。ヘキサン中では液滴
形状が変化しなかった理由としてもう一つ挙げるとすると、気液界面の場合だと界面
に存在する HFBI 分子は気相側から受ける相互作用はないが、ヘキサンとの界面の
場合、ヘキサン分子が HFBI 分子とお互いに引き合う力が働くため、液滴が平らにな
らなかったのではないかと考察する。 
 
  また、ヘキサン中における HFBI 液滴は外部刺激により液滴形状を変え、その形状
を維持し続けることが出来る。液間の界面張力により、液滴の形状が戻ったりするこ
とはなく、HFBI 自己組織化膜の意のままに形状を保っている。ヘキサン中に純水で
液滴を作製し、その液滴をつついても球状の形状は変わらなかった（Fig. 3-15）。液
滴の横にある黒い物質は容器に元々ある出っ張りである。 
 
ヘキサンと HFBI 液滴の界面張力を懸滴法で測定した（Fig. 3-16）。 
Fig. 3-14 ヘキサン中における HFBI 液滴観察 
Fig. 3-15 ヘキサン中における純水の液滴観察 
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  ヘキサンと HFBI 溶液の界面張力は 17 mN/m であったことから、界面にはその値
を上回る HFBI 自己組織化膜が形成していることを示唆している。 
 
３－４ 結論 
この章では HFBI 液滴をさまざまな環境で観察することで液滴挙動のより詳細なメ
カニズム解析を行った。液体内の HFBI は初めに最も近くの気液界面に吸着し、その後
液滴内の対流によって液滴頂点方向に集まると考えられる。HFBI の自己組織化により
上面が平らになった液滴を徐々に傾けていくと、平らな面は地面と水平を保ったままで
あったことから、側面部に自己組織化膜は形成していないことがわかる。さらに液滴の
蒸発による体積減少が、第 2 章で明らかにした構造強度の高さと兼ね合い、表面積を最
小にする方向ではなく、気液界面に存在する HFBI が排除されるのを少なくする方向、
すなわち表面積をできるだけ減少させない方向に働いたため、液滴の頂点部から平らに
なったものと考えられる。液滴の蒸発について、温度や湿度を変化させると液滴の上部
が平らになる速度も変わることや、蒸発を防ぐために液滴の周りをヘキサンで満たして
観察を行った結果、液滴の形状変化は起こらなかったことから、やはり蒸発による体積
減少がひとつの鍵となっていると考えられる。 
 
 
Fig. 3-16 界面張力測定 （青）水とヘキサンの界面張力、（緑）HFBI 溶液とヘキ
サンの界面張力 
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4 章. HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性 
４－１ 目的 
 前章までに HFBI の自己組織化について研究し、その特性について解明を行った。本
章からはこの HFBI 自己組織化膜を用いて応用を目指した研究を行った。第 1 章でも
述べたが、HFBI を用いた応用研究は幅広く行われている。本研究室で行なった先行研
究では、グルコースオキシダーゼを遺伝子工学的に HFBI に修飾することで、酵素活性
を飛躍的に向上させることに成功している。このように HFBI を分子キャリアとして
用いることの有用性を見出している。そこで本研究では HFBI を用いて高機能な分子
機能電極の構築を目指した界面における電気化学特性に着目した。 
 
４－２ HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性 
 ４－２－１ 実験 
HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性を調べた。用いた電極は、表面
が平坦で導電性を持つ基板が必要条件であるため、その条件を満たす、HOPG（10×
10×1 mm, Grade SPI-1）を用いた。HOPG は sp2 炭素―炭素共有結合で六員環ユ
ニットが連なることで形成されたグラフェンを層状に重ねた構造になったもので、極
めて平滑な表面を持っている。またπ電子共役表面を持つため、高い導電性を有する
ことから、走査型トンネル電子顕微鏡の標準表面としても使われるなど、幅広い用途
で用いられている。HFBI 溶液は 15 µM で調製したものを 28 kHz で 1 min 超音波
かけ、マイクロピペットで10 µLサイズの液滴を作成した。気液界面に形成したHFBI
自己組織化膜をスコッチテープで表面を劈開した HOPG 上に転写し、電極としての
特性をサイクリックボルタンメトリー（CV）と電気化学インピーダンス（EIS）で調
べた。実験は３電極系で行い、対極（CE）は白金線（Pt）、参照極（RE）は Ag/AgCl、
作用極に HFBI で被覆した HOPG 電極を用いた。電解質溶液には 100mM リン酸緩
衝液（pH 7.0）にレドックス分子として 25mM フェリシアン化カリウム／フェロシ
アン化カリウム（[Fe(CN)6]3-/4-）を混合したものを用いた。測定装置にはポテンショ
スタット(Hokuto Denko Co., Japan)を用いた。電気化学インピーダンスは一定の周
波数で交流電流を流し、得られた交流抵抗を横軸をインピーダンスの実部（Z’）、縦軸
をインピーダンスの虚部（Z’’）にとり、プロットしたものである。周波数は 10 kHz
―10 mHz、振幅は 10 mV 実験環境はすべて室温（25℃）で行った。 
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 ４－２－２ 結果 
  Fig. 4-1 に CV の結果を示す。HOPG 電極は導電性基板であるため高いレドックス
応答を示した。HFBI 自己組織化膜で被覆した電極はタンパク質という電気を通しに
くい物質を被覆しているにもかかわらず、レドックス応答を示した。これは HFBI 自
己組織化膜が規則的なハニカム様の構造を有していることから、その孔部を利用して
レドックス分子がレドックス反応しているためであると考える。この結果から HFBI
が分子機能電極として利用可能であることを示した。 
 
 
  しかし、同じ電極を用いた EIS 測定では、bare の HOPG と比べて HFBI 自己組
織化膜で被覆した HOPG は非常に高い電荷移動抵抗値を示した（Fig. 4-2）。半円の
直径は電荷移動抵抗値（Rct）を表す。ゆえに半円が大きいほど抵抗値が高いことを
示す。 
Fig.4-1 HOPG と HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極のサイクリックボル
タモグラム 
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  さらに、Fig. 4-2 で得られたプロットをもとに、等価回路を示した（Fig. 4-3）。Rsol
は溶液抵抗、Rp は HFBI 自己組織化膜の孔部における溶液抵抗、Cm は HFBI 自己
組織化膜の電気容量、孔部における溶液と電極界面での電荷移動抵抗を Rct、電気二
重層容量を Cdl とし、ワールブルグインピーダンス（拡散のインピーダンス）を Zw
で表した。 
 
 
 
 
Fig.4-2 HOPG (a)と HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極 (b)のナイキスト
プロット 
Fig.4-3 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極を用いた系の等価回路 
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 ４－２－３ HFBI 自己組織化膜の被覆率計算 
  HFBI で被覆した HOPG 電極は、HFBI が電極上をどのくらいの割合で被覆して
いるのかを CV により算出した。走査速度を 5、10、20、50、100 mV/sec それぞれ
で測定を行い、そのピーク電流値（I peak current: Ipc）を用いて、Randles-Sevcik
式（formula 4-1）から被覆率を算出した 103-106。 
Ipc = 2.69 ×105 ×n3/2×A×D1/2×C×v1/2   （formula 4-1） 
  CV の結果を Fig. 4-2 に示す。 
 
  Fig. 4-4 の結果をもとに formula4-1 から HFBI の被覆率を計算すると、42.0％と
なった。電極上を HFBI 自己組織化膜がハニカム状に完全に覆ったときの理論値を
100％とすると、被覆率は 86.86％と、高い被覆率であることがわかった。電気化学
的に被覆率を算出していることや、電極を真っ平らなものとして計算しているため、
この値は正確とはいえないが、概算値として得ることができた。 
 
４－３ 電解質の pH 変化による HFBI 電極の電気化学特性 
 ４－３－１ 緩衝域の異なる緩衝液を用いた CV 測定 
  前節で電極表面を HFBI 自己組織化膜で被覆してもその特性を大きくは損なわな
いことを示した。しかし、電荷移動抵抗値は非常に高いことがわかったため、分子機
能電極として更なる高機能を目指すために、電解質の pH に着目した。レドックス分
子は前節と同じように 25 mM [Fe(CN)6]3-/4-を用いて溶解させる緩衝液を異なる緩衝
域を持つものにそれぞれ溶解させて同様の条件で CV 測定を行った。緩衝液は 1 mM 
Glycine buffer (pH 3.0)、0.1 M Acetate buffer (pH 4.9)、0.1 M MES buffer (pH 6.0)、
Fig.4-4 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極の走査速度を変化させたときの
サイクリックボルタモグラム（左）と走査速度とピーク電流の関係（右） 
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0.1 M Phosphate buffer (pH 7.4)、0.1 M Carbonate buffer (pH 9.3)を用いた。 
 
  電解質が酸性なほど高い電流応答を示し、塩基性ではほぼ電流応答を示さないこと
がわかった。溶液が酸性になると電極表面の HFBI 自己組織化膜の電荷が正電荷に
偏り、負の電荷を持つ[Fe(CN)6]3-/4-が静電的に電極に引き寄せられ電子授受が行われ
やすくなったのではないかと考える。 
 
 ４－３－２ 広域 pH 緩衝液を用いた HFBI 電極の電気化学特性 
  pH を酸性にすると電流応答が大きくなることがわかった。しかし、前節の結果は
異なる緩衝液を用いたためにそれぞれの特性が出た可能性が示唆される。ゆえに同一
の緩衝液を用いて pH を振ることを考える。一般に緩衝液の緩衝域は 2 前後であるた
め同一の溶液で広い緩衝域を持つものはないと言える。しかし、複数の緩衝液を組み
合わせることで広い緩衝域を持つ緩衝液を調製することができる。ゆえに今回は
Carmody らが考案した広域緩衝液を用いた 107。溶液の組成は、0.2 M ホウ酸、0.05 
M クエン酸を含む溶液に 0.1 M Na3PO4･12H2O 溶液を pH を調整しながら加えてい
き調製する。 
 0.2 M ホウ酸、Mw: 61.83 g/mol 
0.2 mol/L ×61.83 g/mol ×0.2 L = 2.47 g 
 0.05 M クエン酸、Mw: 210.14 g/mol 
0.05 mol/L ×210.14 g/mol ×0.2 L = 2.10 g 
Fig.4-5 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極の電解質の pH を変化させたと
きのサイクリックボルタモグラム 
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 0.1 M Na3PO4･12H2O、Mw: 380.12 g/mol 
0.1mol/L ×380.12 g/mol ×0.2 L = 7.60 g 
 ①0.2 M ホウ酸＋0.05 M クエン酸を milliQ 200mL に溶かした。 
 ②0.1 M Na3PO4･12H2O を milliQ 200mL に溶かした。 
 ①に pH を調整しながら②を入れ、pH 3, 5, 7, 9, 11 の溶液をそれぞれ調製した。こ
の緩衝液は低精度であるため、高精度な広域緩衝液を調製するときは Britton-
Robinson buffer108,109をおすすめする。今回はこの緩衝液を作成するのに必要なジエ
チルバルビツール酸を入手することができなかったため、前者の緩衝液を用いた。 
 
  それぞれの pH の緩衝液に 25 mM [Fe(CN)6]3-/4-を加えて CV 測定した結果、HOPG
電極のときはほとんど変化はなく、pH 11のときだけ電流応答の減少が見られた（Fig. 
4-6 左）。これは[Fe(CN)6]3-/4-が構造を保てなくなったため酸化還元しにくくなったの
ではないかと考える。HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極は酸性側では高い
酸化還元応答を示したが、塩基性になるにつれて電流応答が減少していることが確認
できる（Fig. 4-6 右）。４－３－１のときと同様に pH によって電極上の HFBI の電
荷が変化したため、酸化還元応答に変化を齎したと考える。Fig. 4-6 のデータををれ
ぞれの oH ごとに分けたものを Fig. 4-7 に示す。 
Fig.4-6 広域 pH 緩衝液を用いて電解質の pH を変化させたときのサイクリックボ
ルタモグラム （左）HOPG （右）HFBI で被覆した HOPG 
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４－４ 遺伝子改変による HFBI 電極の特性向上 
 ４－４－１ ポイントミューテーションによる HFBI の電荷改変 
  前節で電解質の pH を変化させることで電極上の HFBI の電荷が変わり、電流応答
が変化することを示唆した。この影響に着目して、分子機能電極として更なる高機能
を目指すために、HFBI が持つ表面の荷電アミノ酸に着目した。HFBI は荷電アミノ
酸として正電荷のアミノ酸と負電荷のアミノ酸を 3 つずつ持っている 41, 110-112。また、
疎水性面を下としたときに上面に 2 つずつ正電荷と負電荷のアミノ酸が存在する。残
り 1 つずつは側面に来る（Fig. 1-3）。電極上に HFBI 自己組織化膜を被覆した際に、
レドックス分子と静電的な相互作用を起こし得るのは、HFBI の上面部分であると考
え、そこに存在する 4 つの荷電アミノ酸に着目した。これらのアミノ酸をポイントミ
ューテーションを用いて中性のアミノ酸に変えた、新たな 2 種類の改変型 HFBI を
Fig.4-7 広域 pH 緩衝液を用いて電解質の pH を変化させたときのサイクリックボ
ルタモグラム (a) pH 3 (b) pH 5 (c) pH 7 (d) pH9 (e) pH11 (f, g) 酸性、塩基性そ
れぞれのときの電極界面で起こる反応の模式図 
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作製した（Fig. 4-8）。1 つは正電荷のアミノ酸（R:アルギニンと K:リジン）を中性の
アミノ酸（Q:グルタミン）に変えた負電荷の HFBI、もう 1 つは負電荷のアミノ酸
（D:アスパラギン酸）を中性のアミノ酸（Q:グルタミンと N:アスパラギン）に変え
た正電荷の HFBI である。 
 
 
  電極上に修飾させる分子の電荷を制御することでその電極の特性を向上させる研
究は過去に数多く報告されている 113-115。本研究でもこれらの改変型 HFBI を用いる
ことで電極上の電荷を制御し、レドックス分子との静電的相互作用の影響を調べ、電
極としての特性向上を目指した。 
 
 
 ４－４－２ それぞれの HFBI 自己組織化膜の構造解析 
  まず、遺伝子改変したことで HFBI の自己組織化構造に影響がないかを調べた。２
－４－１で行ったときと同条件でそれぞれの HFBI 自己組織化膜の AFM 解析を行
った。 
Fig. 4-8 野生型 HFBI と遺伝子改変した HFBI （左）野生型 HFBI （中）正
電荷のアミノ酸を中性のアミノ酸に変えた HFBI （右）負電荷のアミノ酸を中
性のアミノ酸に変えた HFBI 
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  結果、Fig. 4-9 に示すように遺伝子改変した HFBI も野生型の HFBI と同様の自己
組織化構造を有していることが明らかとなった。ゆえに今後の電気化学測定には構造
の影響はないものとして進めていく。 
 
４－４－３ 電気化学測定 
  ポイントミューテーションで改変したHFBIと野生型HFBIそれぞれでHOPG電
極を被覆し、その電極特性を電気化学インピーダンス測定で調べた。レドックス分子
には、負電荷を有するレドックス分子としてフェリシアン化カリウム（[Fe(CN)6]3-/4-）、
正電荷を有するレドックス分子としてヘキサアンミンルテニウム（[Ru(NH3)2]2+/3+）
を用いた。それぞれ 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に 25 mM の濃度で調製して
使用した。装置は４－２と同様にポテンショスタットを用い、3 電極系での測定を行
った。電気化学インピーダンスの測定条件は、フェリシアン化カリウムのときは 100 
kHz－10 mHz、ヘキサアンミンルテニウムのときは 100 kHz－100 mHz で行い、振
幅はどちらも 10 mV で行った。 
  Fig. 4-10 に電気化学インピーダンスの結果を示す。 
Fig. 4-9 野生型 HFBI と改変型 HFBI それぞれの自己組織化膜の AFM による構造
解析 
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電気化学インピーダンス測定で得られたデータを横軸にインピーダンスの実部を、
縦軸にインピーダンスの虚部をとりプロットした。描かれた半円は電荷移動抵抗 Rct
と電気二重層容量 Cdl の積による時定数 RC の容量性半円である。低周波数極限では
容量を流れる電流はゼロになるため、半円の直径が電荷移動抵抗値に相当する。すな
わち、半円の大きさが大きいほど抵抗が高いことを示している 116。負電荷のレドック
ス分子であるフェリシアン化カリウムを用いたときは、負電荷の HFBI 自己組織化
膜（青い三角のプロット）で被覆した電極が最も電荷移動抵抗値が高く、正電荷の
HFBI 自己組織化膜（赤い丸のプロット）で被覆した電極が最も電荷移動抵抗値が低
いことを示した。正電荷のレドックス分子であるヘキサアンミンルテニウムを用いた
ときは、先ほどとは反対に正電荷の HFBI で被覆した電極が最も電荷移動抵抗値が
高く、負電荷の HFBI で被覆した電極が最も電荷移動抵抗値低くなることを示した。
すなわち、用いるレドックス分子の電荷に応じて電極表面の電荷を選択することで電
極特性を向上させ得ることを示唆した。 
Fig. 4-10 電気化学インピーダンス測定による、遺伝子改変した HFBI の自己組織化
膜で被覆した電極と酸化還元分子との相互作用 （紫）高配向性熱分解黒鉛（HOPG）
電極 （赤）正電荷の HFBI で被覆した電極 （緑）野生型 HFBI で被覆した電極 
（青）負電荷の HFBI で被覆した電極 （左のグラフ）負電荷の酸化還元分子を用
いた結果 （右のグラフ）正電荷の酸化還元分子を用いた結果 
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４－５ GOx-HFBI を用いた酵素電極反応の測定 
 グルコースオキシダーゼ（GOx）と HFBI を融合した分子
（GOx-HFBI）を用いた電気化学実験を行う。 
４－５－１ GOx-HFBI の培養と精製 
  疎水的なタンパク質は大腸菌発現系では凝集するために
発現・精製が難しいことが知られている。そのため GOx-
HFBI を発現させるためには、より高度な発現機能を持つ
宿主を選択する必要がある。近年、疎水性の高い Elastin-
like peptide (ELP)と Zeta protein（プロリンが多いタンパ
ク質）を融合したタンパク質を植物の葉で発現させることで、著しく発現効率を向上
させることに成功したという報告がある 117,118。これらの融合タンパク質は、分類学
上は異なる小胞体において、タンパク質の形成を誘導する 119-121。この性質によって
タンパク質が細胞内に遺伝子組み換えタンパク質を安定して貯蔵することができる。
2010 年に Jussi らが HFBI に蛍光タンパク質である Green fluorescent protein 
(GFP)を融合したタンパク質をタバコの葉で発現することに成功している 122。ゆえに
GOx-HFBI もタバコの葉を用いた発現を行った。 
  GOx-HFBI を発現させる情報を持つプラスミド pMiL001 を Agrobacterium 
EHA105 に導入した。導入法は Electroporation で行った。 
 ○Preparation 
  Rifampicin 2mg/mL と Kanamycin 20mg/mL を混合して LB(-)プレート×2 枚に
100µL ずつまいた。SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression)培地
の組成を以下に示す。 
SOC 培地     
NaCl 0.1g  
Trypton 4g  
East extract 1g  
1M KCl 0.5mL （終濃度 2.5mM） 
1M MgCl2 2mL （終濃度 10mM） 
1M MgSO4 2mL （終濃度 10mM） 
1M Glucose 4mL （終濃度 20mM） 
5N NaOH     
milliQ 200mL  
  
Fig. 4-11 GOx-HFBI
の分子モデル 
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○Electroporation 
  0.2cm キュベット、Agrobacterium のコンピテントセル、pMiL001 を氷中に準備
する。Gene パルス装置の設定を 25µF、200Ω、2.5kV に合わせた。 
  Agrobacteriumのコンピテントセルと pMiL001をキュベット内に混合して電気穿
孔を行った。すぐに SOC 培地を加え、28℃で 1 時間培養した。 
 ○Incubation 
  用意した（Rif+、Km+）プレートにエレクトロポレーションした Agrobacterium
を 50µL、もう 1 枚のプレートに p19（二本鎖 RNA の分解抑制：トンブウイルス
由来）を播種し、28℃、2days 培養した。 
  得られたコロニーを LB(Rif+,Km+)培地で 28℃、1day 培養した後、4,000rpm、
4℃、15min 遠視分離した。 
 ○Infiltration 
  得られた菌体は Resuspension buffer (10mM MES buffer、10mM MgSO4、pH5.6)
で溶解し、それぞれ OD600 = 0.7 となるように調製した。調製した菌液を 1:1 で混
合し、5-6 週間育成したタバコの葉（N. benthamiana plants）にインフィルトレ
ーションした。その後、約 1 週間生育を続けることで目的のタンパク質を発現させ
た。 
 
  発現したタンパク質は二層分離精製法により精製を行った 123。タンパク質を発現
した葉を液体窒素で凍結させたものと葉の重さの 6倍量の 1×PBS(-) (pH 7.4)をミキ
サーに入れ、粉砕した。粉砕後の余分な葉を濾した後、18,000g、20min 遠心した。
上清を分液ロートに入れ、全量の 4％量の Agrimul NRE 1205 (Cognis)界面活性剤を
加えて静かに混ぜた。その後、22℃で静置し、Over night。上相の Agrimul のみを
抽出し、加えた Agrimul の 10 倍量の Isobutanol と 0.35 倍量の PBS を加えて 22℃
で 1 時間静置した。22℃、4,000rpm、5min 遠心して、下相のみを抽出した。得られ
た溶液を Econo Pac カラムで精製し、目的のタンパク質 GOx-HFBI を得た。得られ
たサンプルは SDS-PAGE により確認を行った（Fig. 4-12）。GOx-HFBI の分子量で
ある 92 kDa 付近に単一バンドが確認されたことから、これまでに報告されている
HFB 融合タンパク質の精製効率と同等の精製ができていることを示している 124。 
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 ４－５－２ GOx-HFBI の電気化学測定 
  二層分離精製法で得られた GOx-HFBI は先行研究にて高い活性を有することを明
らかにしている 58。この酵素活性を電気化学的なデータで得ることができれば、バイ
オセンサやバイオバッテリーなどへの応用が期待できる。 
 GOx は HFBI と比べてサイズが大きいため、GOx-HFBI のみを電極上に被覆して
も精密な自己組織化はできない。GOx のサイズは HFBI9 つ分と同等であるため、
GOx-HFBI と HFBI を 1:9 の割合で混合し、自己組織化したものを HOPG 電極上に
被覆した。この電極を作用極とし、三電極系で電解液に 25mM [Fe(CN)6]3-/4-を含む
100mM Phosphate buffer (pH 7.0)を用いて CV 測定を行った。溶液は Ar 置換を行
った。さらに基質として Glucose を 1%、2%、3%濃度でそれぞれ加えて酵素反応測
定を行った。 
Fig. 4-12 GOx-HFBI（92 kDa）精製の SDS-PAGE による確認 ①～⑥：溶出画
分サンプル 
第 4 章 HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性 
71 
 
 
 結果、基質に対しての酵素反応のシグナルを電極で受け取ることができなかった。
[Fe(CN)6]3-/4-をメディエータとして用い、酵素反応の電子を電極に伝える系であった
が、その電子伝達がうまく機能していなかったものと考える。 
 
４－５－３ フェロセンをメディエータとした電気化学測定 
 [Fe(CN)6]3-/4-は遊離したメディエータであるため、酵素反応で生じた電子を電極に
運ぶ効率が悪いと考えられる。ゆえにタンパク質にメディエータを固定した系で実験
を行う。フェロセンカルボン酸－N－スクシンイミジルをメディエータとして用いた。
実験系のイメージ図は Fig. 4-14 に示すように、酵素反応で生じた電子がタンパク質
に固定されたフェロセンを伝って電極に移動するものである。 
Fig. 4-13 GOx-HFBIとHFBIを 1:9の割合で自己組織化させた HOPG電極の酵
素電極反応 
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フェロセンカルボン酸－N－スクシンイミジル 8.0 mg を DMSO 1 mL に溶かし、そ
れを 0.1 M Na2CO3/NaHCO3 (pH 9.3)で 50 倍希釈した。HFBI 自己組織化膜で被覆
した HOPG 基板をこの溶液中に浸し 24 時間反応させた。反応はタンパク質のアミ
ノ基に反応し、スクシンイミド基と置換反応するものである。反応後、充分に wash
し、その電極で CV 測定を行った。電解質は 0.1 M Phosphate buffer (pH 7.0)を用い
た。 
 
Fig. 4-14 固定型メディエータフェロセンを修飾したGOx-HFBI酵素反応の電極
上における電子伝達イメージ図 
Fig. 4-15 フェロセンで修飾した HFBI 電極のサイクリックボルタモグラム １
～３サイクル 50 mV/sec 
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メディエータとしてフェロセンを修飾した HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG
電極は、初めは高い酸化還元応答を示したが、サイクル数を重ねるにつれて著しく減
少した。この原因は初めのサイクルは修飾したフェロセンが持つ電子を基板に渡すこ
とで電流応答を示したが、その後再びフェロセンへ電子が渡される量が少なく、2 サ
イクル目以降は電流応答が減少したものと考える。その他、CV 測定や何らかの影響
によりフェロセンが分解していることも考えられるが、フェロセンは極めて安定な錯
体構造を有しているため、今回の系で分解することは考えにくい。 
次に電極を Pt にして同様の実験を行った。HOPG はグラフェンが層上に重なった
ものであるが、グラフェンの電気化学特性は非常に特殊でグラフェン中の電気伝導に
直接関わるπ軌道は、励起子効果やアンダーソン直交性崩壊など多体効果を受けやす
く、炭素原子を結びつける骨格であるσ軌道は多体効果を受けにくいなどの特徴を持
つ 125。このようか効果が電極特性の阻害になっている可能性があるため、シンプル
に金属電極で Pt 電極を用いた。Pt ディスク電極上に GOx-HFBI と HFBI を 1:9 の
割合で自己組織化させ、そこにフェロセンを修飾した。1 mM Acetate buffer (pH 5.0)
に Glucose を 0.1 %、0.2 %、2.2 %の濃度でそれぞれ調製し、CV 測定を行った。 
 
 
Fig. 4-16 Pt 上にフェロセンで修飾した GOx-HFBI＆HFBI の自己組織化膜で被
覆した電極のサイクリックボルタモグラム それぞれ１～３サイクルを示す 
50 mV/sec （グレー）0 % glucose、（レッド）0.1 % glucose、（イエロー）0.2 % 
glucose、（グリーン）2.2 % glucose をそれぞれ 1 mM Acetate buffer (pH 5.0)に
溶解した液 
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 Glucose の濃度が上昇するにつれて酸化電流が上昇していることが確認できる。つ
まり酵素反応による電子を基板で受け取ることに成功したと考えられる。 
 
４－６ 結論 
 HFBI 自己組織化膜を分子機能電極として応用することを目的として、HFBI 自己組
織化膜で被覆した電極の電気化学特性を調べた。HFBI タンパク質で電極上を被覆して
いるにもかかわらず、電流応答を示した。これは HFBI 自己組織化膜が精密な構造を有
しているために、規則的に存在する孔部を利用して電気化学反応が起きているためであ
ると考察した。また、電極としての特性をさらに向上させるために、HFBI の表面にあ
る荷電アミノ酸に着目した。HFBI が持つ荷電アミノ酸を遺伝子改変し、正電荷もしく
は負電荷に偏った HFBI 分子を作製した。これらのタンパク質でそれぞれ被覆した電
極を用い、レドックス分子も異なる電荷を持つ 2 種類を用いて電気化学インピーダンス
測定を行った。その結果、静電相互作用と示唆される結果が得られたため、状況に応じ
て電極表面の HFBI 自己組織化膜を選択することによって分子機能電極としての特性
を向上し得ることを明らかにした。 
 次にグルコースオキシダーゼを修飾した HFBI を用いて酵素電極反応の測定を行っ
た。HFBI と GOx-HFBI を混合し、自己組織化したものを HOPG 電極上に被覆し、
Glucose を含む溶液を入れて CV 測定を行ったが、酵素反応を電気化学的に捉えること
はできなかった。遊離したメディエータでは生成した電子を基板に受け渡すことができ
ないのではないかと考え、フェロセンをタンパク質に修飾した固定型のメディエータで
CV 測定を行った。初めのサイクルでは電流応答を示したが、サイクルを重ねるにつれ
て電流値が著しく減少した。HOPG の電気化学的に特殊な性質が阻害の原因の一つで
あると考え、電極を Pt に変えて行った。すると Glucose の添加量に伴って酸化電流が
上昇したことから酵素反応を電気化学的に測定することに成功したと考える。 
 以上の結果から、HFBI 自己組織化膜を分子キャリアとして用いることで酵素などの
機能分子の機能を高効率に発揮させることができ、分子機能電極として有用であること
を示した。 
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5章. HFBI自己組織化膜をテンプレートとした微小金属結晶の構築 
５－１ 背景 
 ナノサイズの金属粒子や半導体はマクロのものとは異なる特殊な電子的 126,127、光学
的 128-131、触媒的 132,133 特性を有する。ナノサイズの結晶は量子ドットと言い、マクロ
な金属結晶では自由に移動することができる電子も、量子ドットでは電子が閉じこもっ
ている状態になる。この状態の電子は粒子と波の２つの性質を持つため、量子ドットの
電子を変えられるようにゲート電極をつけて制御することで電子はトンネル効果によ
り壁を透過して移動することができる。単電子デバイス（電子 1個の動きを操ることの
できるデバイス）はこのような原理を用いており、量子ドットの中の電子の数を１個単
位で制御することができる。1987年に Fultonらが初めて単電子トランジスタを作製し
134、それ以降単電子トンネリングの研究が盛んに行われてきた。現在のシリコン大規模
集積回路で使用されている金属酸化膜半導体電界効果トランジスタ（MOSFET）のチ
ャネルには数万個の電子が誘起されているのに対し、単電子デバイスでは 1個の電子し
か誘起されないため消費電力を大幅に削減することができる。単電子トランジスタは小
さく作るほど量子サイズ効果を発揮しやすく、安定に動作する。 
しかし、現在行われているフォトリソグラフィー法を用いた半導体作製プロセスでは
作製される配線の線幅は 30 nm が限界であり、これ以下のサイズで作製するのは用い
る光の波長の限界により極めて困難とされている。この限界を超えるために、最近では
生体材料を利用した研究が行われている。生体材料を用いたトランジスタの開発 135,136、
酸化還元酵素の生体電気触媒的機能を一分子レベルで分析する技術 137などがある。こ
れらの研究はまだ発展段階であるが、こうした生体材料の優れた特性をエレクトロニク
スとして利用する技術は今後有用であり、新規な特性と機能を示す新しい世代のデバイ
ス 138-142と材料 143-145が期待できる。 
 
５－２ 目的 
 HFBI 自己組織化膜をテンプレートとして用いる。第 2 章で明らかにしたように、
HFBIは非常に精密な自己組織化構造を有する。HFBIはその分子サイズが約 2 nmで
あることから、規則的に約 2 nmサイズの孔が存在する。この孔部に金属を析出させた
後、HFBIタンパク質のみ除去することで、約 2 nmの微小ナノ金属結晶を精密かつ高
密度に形成することが可能である。析出させる金属には多くの金属種が選択可能と考え
られるが、今回の研究では最も析出させやすい金属、また汎用性の富んだ金属というこ
第 5章 HFBI自己組織化膜をテンプレートとした微小金属結晶の構築 
79 
 
とで Cu を選択した。Cu の高密度なナノ金属結晶析出が可能であれば、上述したよう
な単電子デバイスだけではなく、CO2還元触媒としても応用が期待できる。 
 
５－３ 実験手順の概要と溶液調製 
HFBI自己組織化膜で電極表面を被覆し、その電極を電解還元して金属結晶を形成す
る。その後、HFBIのみ除去した電極表面を AFM等で観察することで確認する。この
ような手順で実験を行った。 
HFBI溶液はこれまでと同様に 15 µMの濃度で 1 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）に溶解
したものを用いた。Cu溶液は CuSO4を 50 mM KNO3溶液に 50 mMの濃度で溶解し
たものを用いた。 
  
５－４ 基板の選択と作製 
この研究で使用する基板の条件として、ナノサイズのタンパク質、金属を扱うことか
ら、１．原子レベルでフラットな基板表面をもつこと。電解析出で基板表面に金属を析
出させるため、２．導電性を持つ基板であること。を満たす必要がある。これら 2つの
条件を満たす基板として、HOPG電極と単結晶 Au(111)電極を選択した。 
HOPG は前章でも用いた基板であるが、グラフェンが何層も重なったような構造で
あるため、スコッチテープで劈開することで上の層を剥離し、原子レベルでフラットな
グラフェン層が露出する。 
単結晶 Au(111)電極の作製法を以下、詳細に記す。 
 
Au玉作成 
 φ0.8mm Au線を 6cmの長さに切る。 
 ビーカーに入れて Au 線全体が浸るまでアセトンを入れて、超音波洗浄。（28kHz、
30min） 
 王水を 200mLのビンに 150mL程度調製しておき、湯浴で温
める。 
 洗浄した Au 線を湯浴した王水に 30sec 浸す。（Au 線の 2/3
くらい） 
 王水に浸した Au線をアセトンで洗い流す。 
 王水に浸ったところに触れないようにバーナー用のピンセットに付け替える。 
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 水素＆酸素バーナーで下から燃やし、Auの玉を作っていく。 
   
 
 ある程度の大きさまで出来たら（ca. φ3 mm）(111)ファセットが出来ているかの確認。 
 
蛍光灯の下などで光の反射面を確認する。 
 
左図のような反射面が確認できれば OK 
 
 
 
 
 
気泡抜き 
 もう一度火に戻す。 
 下からオレンジのラインが上昇していき、下から 2/3のところまで来たら少し火から遠
ざける。オレンジのラインが下がっていき、下まで行ききる前にまた火に近づける。（こ
のときに Au線の根元までオレンジのラインが来てしまうと、せっかく形成した結晶面
が変わってしまうので注意すること。） 
 これを 20分くり返し行う。 
 20分後、オレンジのラインが下から 2/3のところで維持する。（5分） 
 5分後、さらに 5分かけてゆっくりと火から遠ざける。 
 下までオレンジのラインが来たところで止めて、2分ほど底をあぶる。 
 ファセットが崩れていないかを再度確認する。 
 
樹脂で固める 
 作成した Au 線を下図のように折り曲げていく。（Au 線は触れないようにピンセット
で！） 
横 上 
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 サンプル台にセットし、上面のファセットと台が水平になるように調節する。 
 接着剤をつけて、中央に配置する。 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
      
 レーザーで正確にファセットを水平に合わせる。 
 
サンプル台を回転させて、He-Neレー
ザーの反射光が一点をさし続けること
が理想。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 サンプル台の穴の内側にグリースを塗る。 
 再度、内側の棒を差し込み、少し引っ込ませたところで固定する。 
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 内側のくぼんだところに樹脂を流し込む。 
 
メタクリル酸樹脂 
 液：7.5 ml 
 粉：大さじ 1.5杯 
 
 
 
 
 
 一晩放置して、完全に固まらせる。 
研磨 
 固まったら研磨する。 
 研磨紙のサイズを 100→400→1000→2000の順で小さくし、削っていく。 
100で Au玉の 40%くらいまで削る。400で 45%くらいまで削る。1000で荒い傷を目
立たなくし、2000で出来るだけ平滑になるよう磨く。 
 アルミナ研磨を行う。 
 アルミナ粒子サイズを 3.0→1.0→0.1µmの順に小さくしていく。 
3.0で鏡面になるまで。1.0で 5分くらい。0.1で 2分くらい磨く。 
 水で洗い流し、最後に水研磨を行う。（1 min） 
 
アニーリング 
 樹脂をサンプル台から取り外し、アセトンに浸して樹脂を溶かしていく。（Over Night） 
 ファセット部以外はソニケーションかけるなどして、樹脂を完全に取り除く。 
 Au線をるつぼに入れて、電気炉で 950 ℃、12 hourアニールする。 
 
以上の工程で単結晶 Au(111)電極が完成する 146-148。作製した電極が(111)の結晶面
を露出しているのかを、サイクリックボルタンメトリーで確認した。0.05 mM H2SO4
溶液を Ar置換し、3電極系（CE: Pt、RE: RHE、WE: Au(111)）、走査範囲を-0.1 V 
~ +1.25 V （vs. RHE）、-0.1 V ~ +1.8 V（vs. RHE）、走査速度：50m V/secで測定
を行った。測定するときは、気相側を常に Ar を通気した状態を保ち、Fig. 5-1 に示
すように Au電極を液面につけて、少し引き上げ、メニスカスを作ることで(111)のみ
が測定対象になるようにセットした。 
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  結果を Fig. 5-2 に示す。赤のプロットで示した非ファラデー電流領域の 1 V 付近
に酸化と還元のスパイク波が確認できる。このスパイク波は Au(111)に特有のシグナル
であるため 148、作製した電極は(111)を露出した電極であることが確認できた。 
 
  
５－５ 電極表面の AFM観察 
HOPG 電極と単結晶 Au(111)電極の表面が原子レベルでフラットであることを示す
ために、AFM測定を行った。 
Fig. 5-3に示すようにイメージ中に見られる段差は 1原子レベルの段差しかないこと
から、どちらの電極も極めて平坦であることが明らかとなった。ゆえに、初めに条件と
Fig. 5-1 Au(111)電極の電気化学測定時の模式図 
Fig. 5-2 Au(111)電極のサイクリックボルタモグラム 
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して挙げた平坦性かつ導電性を共にクリアしたことから、これらの電極を用いて実験を
行った。 
 
 
５－６ HFBI自己組織化膜で被覆した電極の AFM観察 
 本研究に適した 2つの電極にそれぞれHFBI自己組織化膜を被覆し、AFM観察を行
った。観察条件は第 2章で測定したときと同条件で行った。 
 HOPG 上に被覆した HFBI 自己組織化膜は第 2 章で明らかにしたように非常に精密
なハニカム様の構造であった。単結晶 Au(111)電極上に被覆したHFBI自己組織化膜は
ライン状に並んだ構造であることが明らかとなった（Fig. 5-4）。HFBI自己組織化膜は
気液界面上ではおそらくハニカム様の構造であると考える。HOPG は疎水性であるた
め、気液界面に形成した自己組織化膜は転写する際に疎水性相互作用でしっかりと吸着
し、そのままの構造を維持している。単結晶 Au(111)は HOPG と比べて親水的である
ため、HFBI自己組織化膜との相互作用力が小さく、単結晶 Au(111)表面に合った構造
に再配置されたものと考える。Au(111)表面は、最密面が積み重なったバルク結晶上に、
縮んだ最密面が載るが、表面層とバルク結晶層間の歪みエネルギーを緩和するために、
ミスフィット転位が配列した構造をとる。室温～約 700℃の温度範囲では、刃状ミスフ
ィット転位が周期配列し、表面層は転位線に垂直な一次元方向に縮んだ構造となる。周
Fig. 5-3 HOPG電極と Au(111)電極の AFM観察 
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期は約 6.3 nm であり、p倍構造（あるいは√3 x p構造）と呼ばれる 149,150。AFMの
結果を見るとストライプ状に並んだHFBIの分子間距離は約 6.7 nmであることからミ
スフィット転移による周期間隔とほぼ一致している。この結果から目的として挙げた
HFBI自己組織化膜をテンプレートとして用いる技術に単結晶 Au(111)電極は不向きで
あることが分かった。ゆえに今後は HOPG 電極を用いて実験を行った。 
 
 
 
５－７ 電極上に被覆した HFBIの除去法の検討 
 HFBI自己組織化膜をテンプレートとして金属を析出した後、HFBIのみ除去するこ
とで金属ナノ結晶を形成することが目的である。ゆえにまずは HOPG 上に被覆した
HFBI の除去法を検討した。HFBI と HOPG は疎水性相互作用で吸着していると考え
る。HFBIはタンパク質であるため、変性させて取り除くことを検討した。 
 まずエタノール中に 5 min 浸した。少し取れた程度で完全に除去することはできな
かった（Fig. 5-5a）。次に 160 ℃で 30 min熱した後にエタノール中に 5 min浸した。
HFBIは除去できたようだが、熱の影響によるものか、基板表面を荒らしている結果と
なった（Fig. 5-5b）。タンパク質を変性させることができればよいので、グアニジン塩
Fig. 5-4 HFBI自己組織化膜で被覆したHOPG電極（左）と Au(111)電極（右）の
AFM観察 
第 5章 HFBI自己組織化膜をテンプレートとした微小金属結晶の構築 
86 
 
酸塩を用いた。グアニジン塩酸塩はタンパク質の変性剤として用いられる。8 Mの濃度
で 5 min浸した。その後milliQで洗浄し、表面を観察した。変性はしたが、それらが
凝集し、基板上に残ってしまったものと思われる（Fig. 5-5c）。酸（5 M塩酸）・塩基（2 
M水酸化ナトリウム）中に浸しても完全に除去することはできなかった（Fig. 5-5d, e）。
酸を用いると、析出させた金属が溶解してしまう恐れがあるため、2 M 水酸化ナトリ
ウム溶液で浸した後、エタノール処理を行った。2 M NaOH 2 min→milliQ洗浄→エタ
ノール浸漬 5 min→milliQ洗浄した結果、ほとんどきれいに除去することができた（Fig. 
5-5f）。これらの他にも界面活性剤（Tween20、SDS）を試したが、完全に除去できてい
ない、もしくはそれによる汚染が確認された（Fig. 5-5g-i）。ゆえに、塩基で処理した後
にエタノール処理を行うのが最も良いと判断した。 
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Fig. 5-5 (a)エタノール浸漬 5 min、(b)160℃に熱した後、エタノール浸漬 5 min、
(c)8 Mグアニジン塩酸塩処理 5 min、(d)5 M HCl浸漬 3 min、(e)2 M NaOH浸漬 
1 min、(f)2 M NaOH浸漬 2 min後、エタノール浸漬 5 min、(g)1 % Tween20浸漬
10 min、(h)1 % Tween20浸漬 60 min、(i)1% SDS浸漬 30 min  
スケールバー(a~e,g,h): 0.2 µm、(f)1 µm、(i)0.3 µm 
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５－８ HFBI自己組織化膜をテンプレートとした Cuの電解析出 
 ５－８－１ 実験方法と結果 
HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極上に Cu の電解析出を行った。3 電極系
（CE: Pt、RE: Ag/AgCl、WE: HFBI/HOPG）で溶液は 50 mM CuSO4/KNO3、印加電
位を-500 mV (v.s Ag/AgCl)、印加時間 5 minで電解還元を行った。電解還元後の基板
を AFM観察した（Fig. 5-6）。結果、大量に Cuが析出してしまっている。印加時間が
長すぎたのが原因と考える。もっと印加電位、印加時間、さらには溶液条件の検討を行
っていく必要がある。 
 
 
５－８－２ 位相差によるイメージング 
Fig. 5-6の結果を Cuの析出物であると判断した理由は、位相差像をとることによ
り判断した。位相差とは AFMを動作させる際にカンチレバーに振動させるための励
振信号が送られる。その信号により一定の振幅、周期でカンチレバーが振動する。し
かし、カンチレバーとサンプル間に異なる相互作用力が検出されると、その異なった
相互作用力が位相の遅れとしてディテクタで検出される。この位相のずれをシグナル
として受け取り、コントラストを変えてイメージングする。 
Fig. 5-6 HFBI自己組織化膜で被覆したHOPG電極に Cuを電解析出させた基板の
AFMによる表面解析 
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  この位相差を利用してイメージングを行った結果を Fig. 5-8に示す。左の図が Cu
電解析出後で、右の図が電解析出前である。横にあるコントラストバーを見ると明ら
かなようにHFBI表面と Cu表面では位相差が大きく異なっていることが分かる。一
般的に材質の粘性もしくは表面の吸着力が高いものほどコントラストが暗くなると
言われており、Fig. 5-8の結果も Cuが明るく、HFBIは暗いことから、Cuが析出さ
れていると判断した。 
 
 
 
 
Fig. 5-7 AFMの位相差イメージングの原理図 
Fig. 5-8 Cu電解析出を行ったHFBI/HOPG 電極（左）と電解析出前のHFBI/HOPG
電極（右）の位相差イメージ 
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５－８－３ 走査型電子顕微鏡（SEM）による観察 
  ５－８－１の実験では大量に Cu が析出してしまったため、条件を変えて、Cu の
濃度を 1 mMにして、電解析出時間を 30 minにして行った。 
 
 規則的に Cuが析出していることが確認できる。しかし粒子サイズは 100 nm程度と
なってしまい、この条件でもまだ過剰析出してしまうことがわかった。この濃度で、析
出時間を減らすと良いと考えられる。 
 
５－９ 単結晶 Au(111)電極を用いた電気化学実験 
 ５－９－１ 実験目的と実験操作 
 ５－４で作製した単結晶Au(111)電極は本章の目的であるHFBI自己組織化膜をテ
ンプレートとした実験には適さないことがわかった（５－６参照）。しかし、せっか
く作製した電極であり、表面も極めて平坦かつ HFBI 自己組織化膜も表面構造は変
化するが吸着することがわかったため、分子機能電極として利用できないかと考えた。
そこで、HFBI自己組織化膜で被覆した単結晶 Au(111)電極の CV測定を行った。CV
の条件は 3電極系（CE: Pt、RE: Ag/AgCl、WE: HFBI/単結晶 Au(111)）で、レドッ
クス分子にフェリシアン化カリウムを用い、25mMになるよう 100 mM リン酸緩衝
液（pH 7.0）に溶解したものを電解質に用いた。走査範囲は-0.2 V～0.6 V、走査速度
は 50 mV/secで行った。 
  
 
Fig. 5-9 HFBI自己組織化膜で被覆したHOPG電極に Cuを電解析出させた基板の
SEMによる表面解析 
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５－９－２ 実験結果と考察 
Fig. 5-10A は第 4 章で示したものと同じである。単結晶 Au(111)電極の場合でも
HOPG のときと同様に HFBI というタンパク質で被覆しているにもかかわらず、電
球応答を示したという結果である。しかし、HFBI/HOPGのときは電流減少に伴い、
ピークシフトが観測されたが、単結晶 Au(111)電極ではピークのずれは観測されなか
った。これは、Au 電極の場合、電極は金属であるため電子は自由に電極内を移動す
ることができる。ゆえに電荷移動律速は生じない。HOPG電極は前記したように、グ
ラフェンが層になったような構造である。グラフェンはその平面構造の表面にπ電子
雲が広がっている。ゆえにπ電子雲で非局在化する電子は表面に沿って水平方向へ電
子移動が起こる。しかし、表面には HFBIが存在するために、その規則的に存在する
孔部で酸化還元反応は起こるが、その電子の行く方向が遮られているために電子がた
まったと考える。グラフェンの層間電子移動も起こるが、HFBI自己組織化膜が表面
に吸着した際に HOPG の表面 1 層がその下の層と間に距離が生じ、層間での電子移
動が起こりにくくなったために電荷移動律速の影響によるピークシフトが観測され
たものと考える。また、別の要因としてHOPG上では HFBI自己組織化膜はハニカ
ム状である。規則的に存在する六角形（HFBI６分子で 1 ユニットとした）の中心部
で電子授受が行われていると考えたときにこの六角形の中心部では電子授受が起こ
りにくい雰囲気になっていると考える。六角形状に並ぶ HFBI は同じ側面を六角形
の中心に向けていると考えている。その側面にあるアミノ酸が電子授受を起こしにく
い要因となっているのではないかという考えである。どちらも考察でしかなく、実証
を行っているわけではないので、確証があるわけではないが、今回の結果からは単結
晶 Au(111)電極のほうが HOPG 電極と比べて分子機能電極としての性能が高いこと
が明らかになった。 
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５－１０ 遺伝子改変した HFBI 自己組織化膜で被覆した単結晶 Au(111)電極の電気
化学特性 
 ５－１０－１ 実験操作 
  ５－９で得られた結果をさらに考察するために、第 4章で用いた表面の荷電アミノ
酸を改変した HFBI を用いて CV 測定を行った。野生型の HFBI、正電荷に偏った
HFBI、負電荷に偏った HFBI をそれぞれ HOPG と単結晶 Au(111)電極上に被覆し、
前章と同様の溶液条件、装置、操作で実験を行った。 
 
 ５－１０－２ 実験結果と考察 
  結果を Fig. 11に示す。用いたレドックス分子は負電荷を持つフェリシアン化カリ
ウムであるため、電極表面の電荷が正電荷のときは負電荷のときと比べて電流値が大
きいことがわかる。Fig. 5-11B を見ると、単結晶 Au(111)電極のときは、改変型の
HFBI自己組織化膜で被覆しても電流応答の減少はあるものの、ピーク位置のシフト
は見られたかった。しかし、HOPGのときは少し特殊な挙動が観測された。野生型の
HFBI と負電荷の HFBI のときはほとんど変わらない曲線を描いたにもかかわらず、
正電荷の HFBI で被覆したときは、電流減少もピークのシフトもわずかしか観測さ
れなかった。還元電流においては bare の HOPG のときとほぼ変わらない値を示し
た。これらの結果を考察すると、まず遺伝子改変によって改変した HFBIはいずれも
Fig. 5-10 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極（A）と単結晶 Au (111)電極
（B）のサイクリックボルタモグラム、(a)HFBI被覆前、(b)HFBI被覆後 
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野生型のHFBIとほぼ同様の自己組織化膜構造を形成することがわかっている（第 4
章 Fig. 4-7）。Fig. 5-4で示したように、HOPGと単結晶 Au (111) では HFBI自己
組織化膜構造は異なる。露出している電極の間隔は、HOPGが 3.1 nmに対し、単結
晶 Au(111)は 6.7 nm と多少隙間が大きいことがわかる。単結晶 Au(111)のときの構
造ではレドックス反応に対し、電極面積の減少というファクターのみが影響するため、
単純な電流値の減少が観測された。しかし、HOPG のときは前節でも考察したよう
にハニカム構造の孔部で HFBI が持つアミノ酸の影響が出ているため、拡散阻害が
起こっていると考えられる。Fig. 5-11Aを見ると、負電荷のHFBI（正電荷のアミノ
酸を中性のアミノ酸に改変した HFBI）は野生型の HFBI のときとほぼ変わらない
が、正電荷のHFBI（負電荷のアミノ酸を中性のアミノ酸に改変したHFBI）は著し
く電流応答が向上している。ゆえに HFBI が持つ負電荷のアミノ酸がレドックス分
子の拡散を阻害しているため、電荷移動律速の原因となっていると考えられる。 
 
 
５－１１ 結論 
 本章では HFBI 自己組織化膜をテンプレートとして用いた微小ナノ金属結晶の析出
を目的として実験を行った。用いる基板の条件として、平坦性と導電性が必要であり、
それらを満たす基板として HOPG と単結晶 Au(111)を選択した。AFM 観察結果より、
どちらも原子レベルで平坦な表面であることを明らかにした。それぞれの基板上を
Fig. 5-11 改変型と野生型の HFBI 自己組織化膜それぞれで被覆した HOPG 電極
（A）と単結晶 Au(111)電極（B）のサイクリックボルタモグラム、(緑)野生型HFBI、
(赤)正電荷の HFBI、（青）負電荷の HFBI 
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HFBI自己組織化膜で被覆し、その構造解析を行った結果、HOPG 上ではハニカム様の
構造だったのに対し、単結晶 Au(111)電極上ではストライプ状の構造に変化しているこ
とが明らかとなった。ゆえに目的として挙げたテンプレート技術には HOPG が適して
いると考え、この電極を用いて Cu の電解析出を行った。AFM で観察した結果、大量
の Cu が析出してしまったため、条件を変えて行ったが、SEM の結果から規則的に析
出しているように見受けられるが、粒子サイズは約 100 nm とこれでも過剰析出した。
ゆえにまだ条件検討が不十分であるため、Cu の濃度、電解析出電位、電解析出時間等
の条件を詳細に検討していく必要がある。最後に単結晶 Au(111)電極の用途を考え、CV
測定を行った。第 4 章のときと同様に野生型の HFBI と改変して表面の電荷を変えた
HFBIをそれぞれ電極上で自己組織化させたものを用い、レドックス分子に負電荷を持
つフェリシアン化カリウムを用いた。その結果、HOPG 電極と比べて優れた電極特性
を示したため、分子機能電極としての応用が期待できることを示した。この理由は現段
階では考察のみで、実験による確証がないため今後検討していく必要がある。 
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6章. 結論 
 生体分子が界面にもたらす作用を調べた界面分析と生体分子が持つ優れた特性を用
いた精密な界面機能設計をコンセプトとしてHFBIを用いた研究を行った。 
 第 1章では、初めに、生体分子による界面分析と界面機能設計をコンセプトとした研
究を行うための研究背景を述べた。そして界面の高機能化を担う生体分子としてHFBI
タンパク質に着目し、その分子の由来と特性について説明した。 
 第 2章では、HFBIがもたらすユニークな液滴界面現象の解明に言及した。HFBIの
液滴は気液界面に自己組織化膜を形成することで、液滴の上面が平らになる現象が生じ
る。この物理現象を解明するために、力学的な実験を行った。初めに AFM測定により
HFBI自己組織化膜の構造が精密なハニカム様の構造であることを明らかにした。ハニ
カム構造は六角形の内角が 120°であることから平面構造や円筒構造は形成できるが、
球状になることはできない。ゆえに半球状の液滴界面に形成した HFBI 自己組織化膜
は球状になることを嫌い、平らになったのではないかと考える。液滴は表面張力を持ち、
その力により球状になっている。すなわちこの力を超えるほどの座屈強度が HFBI 自
己組織化膜にないことには液滴形状を変化させることはできない。HFBI自己組織化膜
の座屈強度を測定するために AFM を用いたフォースカーブ測定を行った。その結果、
HFBI 自己組織化膜の座屈強度が液滴の表面張力を上回るほど高いことを明らかにし
た。このように構造上の観点から平面に成らざるを得ないこと、力学的に構造強度に優
れていることなどから、液滴上面が平らになることを説明し、このユニークな界面現象
を解明した。 
 第 3章では、HFBIによる液滴界面現象をより詳細に明らかにするための実験を行っ
た。この章では主に、自己組織化したHFBI液滴の側面部はどのようになっているのか
や蒸発の寄与について言及した。液体内の HFBI は初めに最も近くの気液界面に吸着
し、その後液滴内の対流によって液滴頂点方向に集まると考えられる。HFBIの自己組
織化により上面が平らになった液滴を徐々に傾けていくと、平らな面は地面と水平を保
ったままであったことから、側面部に自己組織化膜は形成していないことがわかる。
HFBI液滴の上面が平らになる要因は、液が蒸発して体積が減少する際にそれに伴う形
状変化が、第 2 章で解明した高い構造強度により、一般的な液滴と違うところにある。
普通は表面張力のために表面積を最小にしようした形状変化が起こるが、HFBI液滴の
場合は、気液界面に存在する HFBI を排除する数を少なくしようとする形状変化が起
こる。そのため液滴の体積減少による表面積変化の少ない構造をとるため、第 2章の結
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論と相まって液滴の頂点部から平らになったと考えられる。 
 第 4章では、HFBI自己組織化膜を分子機能電極として応用するための界面機能設計
に着手した。HFBI 自己組織化膜で被覆した電極は、その機能を大きくは損なわない、
つまり分子機能電極としての有用性を明らかにした。更なる機能向上のために HFBIの
荷電アミノ酸を遺伝子操作で改変した分子を作製した。これらの HFBI を用いること
で電極表面の電荷を設計することができ、それによってもたらされる静電相互作用の影
響で、電極機能を向上させることに成功した。さらに分子機能電極としてグルコースオ
キシダーゼを融合したHFBI分子を用いて、酵素電極反応の測定を行った。GOx-HFBI
と HFBI を混合してできた自己組織化膜を電極上に被覆し、グルコースを添加した際
に生じる電子を電気化学的に測定した。しかし、その反応を電気化学的に測定すること
はできなかった。これはグルコースオキシダーゼから電極までの距離が問題となったこ
とと、電極に用いた HOPG が電気化学的に特殊な性質を持つためであると考えた。ゆ
えにメディエータとしてフェロセンをタンパク質に固定し、さらに基板を Pt 電極に変
えて行った。すると、添加したグルコースの濃度に応じて電流応答の増大が確認された。
この結果から、バイオセンサやバイオバッテリーとしての有用性を見出せたといえる。 
 第 5章では、HFBI自己組織化膜の別の応用として、精密な自己組織化構造であるこ
とを利用した、テンプレートとしての応用に着手した。第 2 章で明らかにしたように
HFBI自己組織化膜は非常に精密な構造を有している。したがってこれをテンプレート
として用いることで、微小ナノ金属結晶を高密度に形成することが可能であると考える。
この研究を行うための条件として挙げた、平坦性と導電性を持つ基板として、HOPGと
単結晶 Au(111)を使用した。しかし、HOPG 上ではハニカム様だった HFBI 自己組織
化膜は、Au(111)上ではライン状の構造に変化したため、テンプレートとして不向きで
あった。よってHOPG を用いて実験を行った。HFBI/HOPG 電極に Cu を電解析出さ
せたが、多量の Cuが析出してしまう結果となり、今後、より詳細な条件検討が必要で
あることがわかった。単結晶 Au(111)電極については別の用途を考え、CV 測定を行っ
た。結果、HOPGの時よりも優れた電極特性を示したことから、より高機能な分子機能
電極としての応用が期待できることを示唆した。 
 本論文は第 2 章、第 3 章で論じた、HFBI 自己組織化膜による界面分析と、第 4 章、
第 5章で論じた、分子機能電極としての応用、微小金属結晶形成のためのテンプレート
としての応用など界面機能設計に関する研究をまとめたものである。界面という大元の
概念に基づき企画した本研究において、特殊な界面現象を生じさせる HFBI は非常に
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面白い研究材料であったと言える。HFBIによる液滴界面現象を明らかにし、また幅広
い応用への繋がりを示した。ゆえにこの研究成果は、バイオエレクトロニクスの分野の
更なる発展に寄与する大変有用な結果であると考える。 
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